Identification et caractérisation de gènes impliqués dans l'infertilité masculine by Ben Khelifa, Mariem,
Identification et caracte´risation de ge`nes implique´s dans
l’infertilite´ masculine
Mariem Ben Khelifa
To cite this version:
Mariem Ben Khelifa. Identification et caracte´risation de ge`nes implique´s dans l’infertilite´ mas-
culine. Me´decine humaine et pathologie. Universite´ de Grenoble, 2013. Franc¸ais. <NNT :
2013GRENS007>. <tel-00987437>
HAL Id: tel-00987437
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-00987437
Submitted on 6 May 2014
HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.
L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destine´e au de´poˆt et a` la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publie´s ou non,
e´manant des e´tablissements d’enseignement et de
recherche franc¸ais ou e´trangers, des laboratoires
publics ou prive´s.
  
Université Joseph Fourier / Université Pierre Mendès France /  
Université Stendhal / Université de Savoie / Grenoble INP  
 
                                   THÈSE 
Pour obtenir le grade de 
DOCTEUR DE L’UNIVERSITÉ DE 
GRENOBLE 
Préparée dans le cadre d’une cotutelle entre 
l’Université de Grenoble et l’Université Tunis 
EL MANAR (Faculté des sciences de Tunis) 
Spécialité : DOCTORAT ISCE/BIOTECHNOLOGIE, 
INSTRUMENTATION, Signal. 
Arrêté ministériel : le 6 janvier 2005 -7 août 2006 
Présentée par 
Mariem BEN KHELIFA EP JERBI  
Thèse dirigée par Pierre RAY  
codirigée par  Amel ELGAAIED  
préparée au sein des Laboratoires de Biochimie et 
Génétique Moléculaire 
dans L’ÉCOLE DOCTORALE INGENIERIE DE LA SANTE, 
LA COGNITION et L’ENVIRONNEMENT 
IDENTIFICATION ET 
CARACTÉRISATION DE GÈNES 
IMPLIQUÉS DANS L’INFERTILITÉ 
MASCULINE 
Thèse soutenue publiquement le 25 Mars 2013, 
devant le jury composé de :  
Mme Faiza FAKFAKH 
Professeur à la faculté de Médecine de Sfax , Rapporteur et Président 
Mme Aminata TOURÉ 
Maitre de conférence, Université Paris Descartes, Rapporteur. 
Mr Pierre RAY  
Maitre de conférence, Université Joseph Fourier de Grenoble, 
Directeur  
Mme Amel ELGAAIED 
Professeur à la faculté des sciences de Tunis, Co-directeur  
Mme Ahlem AMOURI 
Professeur agrégé, Faculté de Médecine de Tunis, Examinateur  
  
Université Joseph Fourier / Université Pierre Mendès France /  
Université Stendhal / Université de Savoie / Grenoble INP  
 
Mr Christophe ARNOULD 
Professeur, Université Joseph Fourier Grenoble, Examinateur
  
 
 
 
! 
 
 
SOMMAIRE!
 
Réferences bibliographique 
!"! #$%&'()*$+,-(.(&(%.,)*$#(%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%/!
!"! #$%&'()*$+,-(./&(%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%0!
1"! #$%&'()*2,-(./&(%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%0!
!!"! #0%123452436%74%1863902:;:<76%76%9099=>?36%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%@!
!"! #$%+3+(%45%&'()*$+,6,74(%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%8!
1"! 12,-(./&(%4(%9:$;),&,*(%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%<!
1.! Description et mécanismes des différentes phases de la biogenèse de l’acrosome : ............................ 7!
="! #(%>9$-(99(%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%08!
1.! Origine du flagelle ............................................................................................................................... 13!
"#! $%&'(%'&)!*'!+,-.),,) .......................................................................................................................... 14!
3.! Les acteurs de la force motrice ............................................................................................................ 17!
4.! Les structures extra-axonémales ......................................................................................................... 25!
5.! Moteurs moléculaires du transport intraflagellaire. ............................................................................ 29!
6.! Le cil et le flagelle ............................................................................................................................... 31!
7.! Les ciliopathies .................................................................................................................................... 34!
!!!"! #A=B>632=C=2D%90154C=B6%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%@E!
!"! #(&%;$5&(&%4(%9:2.>()+292+?%*$&;592.(%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%@A!
2.! Les causes endocriniennes .................................................................................................................. 40!
3.! Les maladies infectieuses .................................................................................................................... 40!
4.! Les problèmes immunitaires ............................................................................................................... 41!
5.! Les causes environnementales ............................................................................................................ 41!
6.! Les causes génétiques ......................................................................................................................... 42!
1"! B,C(.%4:(D'9,)$+2,.%4(%9:2.>()+292+?%*$&;592.(%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%@E!
1.! Le spermogramme ............................................................................................................................... 46!
2.! Le spermocytogramme ........................................................................................................................ 50!
="! #:24(.+2>2;$+2,.%4(%.,5F($5D%-/.(&%2*'92G5?&%4$.&%4(&%>,)*(&%)$)(&%4:2.>()+292+?%
HI?)$+,6,,&'()*2(J%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%<0!
1.! Les anomalies de la tête du spermatozoïde ......................................................................................... 52!
2.! Les anomalies qui touchent la pièce intermédiaire du spermatozoïde ................................................ 55!
3.! Les phénotypes pathologiques flagellaires .......................................................................................... 56!
!')/&%5.(%)(F5(%4(%9$%92++?)$+5)(%&5)%9(&%&'()*$+,6,74(&%*$;),;?'K$9(&%.,5&%(D',&(),.&%
9(&%)?&59+$+&%4(%9:24(.+2>2;$+2,.%4(%.,5F(99(&%*5+$+2,.&%45%-/.(%!LMN=O%;K(6%4(&%'$+2(.+&%
',)+(5)&%4(%&'()*$+,6,74(&%*$;),;?'K$9(&"%=(&%)?&59+$+&%,.+%>$2+%9:,PQ(+%4(%4(5D%
'5P92;$+2,.&%&;2(.+2>2G5(&"%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%<R!
!"! #61%1863902:;:<761%9053:5D8F0C61%G%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%HE!
!"! #$%4(&;)2'+2,.%45%'K?.,+C'(%4(&%&'()*$+,6,74(&%*$;),;?'K$9(&%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%<R!
1"! S)2-2.(%-?.?+2G5(%45%&C.4),*(%4(&%&'()*$+,6,74(&%*$;),;?'K$9(&%T%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%EA!
="! U()+5)P$+2,.%*?2,+2G5(%V%9:,)2-2.(%4(&%&'()*$+,6,74(&%*$;),;?'K$9(&%T%""""""""""""""""""""""""""""""""""""%EA!
W"! X'()*$+,674(&%*$;),;?'K$9(&%(+%YZX[%HY95,)(;(.+%Z.%X2+5%[CP)2426$+2,.J%""""""""""""""""""""""""""""""""%E0!
\"! Z=XZ%(+%&'()*$+,6,74(&%*$;),;?'K$9(&%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%E]!
Y"! =9$&&2>2;$+2,.%4(&%&'()*$+,6,74(&%*$;),;?'K$9(&%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%E]!
! 
 
!!"! #0%7D5:4I6326%76%CA=98C=502=:B%74%J?B6%!"#$%&K$43:30%L=B016%MN%70B1%C6%
8FDB:2O86%761%&*%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%PH!
!"! =,.>2)*$+2,.%4(%9$%I?+)$'9,742(%4(&%XB%'$)%9$%+(;K.2G5(%4(%;C+,*?+)2(%(.%>95D%"""""""""""""""""""""""%EE!
1"! =,**(.+%(D'92G5()%9(&%)?&59+$+&%4(&%$.$9C&(&%'$)%YZX[%4(&%?+54(&%')?;?4(.+(&%T%"""""""""""""""""""%E^!
="! #$%'),+?2.(%!5),)$%N2.$&(%=%_%!LMN=%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%E^!
1.! Les Aurora kinases : ............................................................................................................................ 68!
2.! La protéine AURKC : ......................................................................................................................... 71!
!!!"! !76B2=>=502=:B%76%B:4I6CC61%94202=:B1%3618:B10QC61%74%8FDB:2O86%76%
1863902:;:<761%9053:5D8F0C61%70B1%C6%J?B6%$R)LM%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%ST!
U!IZ\`IX%\I%B!I\MZ\#X%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%a<!
!"! '02=6B21%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%SH!
!!"! #61%D5F0B2=CC:B1%Q=:C:J=U461%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%SH!
!"! #(%&'()*(%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%aE!
1"! #(%&$.-%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%aE!
="! #$%&$92F(%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%aE!
B\I[SW\X%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%aa!
!"! *D2F:761%7A6V23052=:B%76%CA$W.%62%76%CA$).%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%SS!
!"! B?+K,4(%4:(D+)$;+2,.%4:!W`%V%'$)+2)%4(%9$%&$92F(%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%aa!
1"! B?+K,4(%4:(D+)$;+2,.%4:!W`%V%'$)+2)%4(%&$.-%$5%;K9,)5)(%4(%-5$.242.(%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%a^!
="! B?+K,4(%4:(D+)$;+2,.%4:!M`%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%a^!
1.! Une première étape : Extraction des cellules mononuclées à  partir du sang ..................................... 78!
2.! Une deuxième étape : Extraction d’ARN à partir des cellules mononuclées ..................................... 79!
!!"! $B0CO161%9:CD54C0=361%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%XY!
!"! !*'92>2;$+2,.%'$)%)?$;+2,.%4(%U=M%HU,9C*()$&(%=K$2.%M($;+2,.J%45%-/.(%;$.424$+%"""""""""""""""%^A!
1"! X?G5(.b$-(%4(&%'),452+&%$*'92>2?&%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%^0!
1.! La purification des produits de la PCR ............................................................................................... 81!
2.! Réaction de séquence .......................................................................................................................... 81!
3.! Purification des produits de la réaction de séquence .......................................................................... 82!
4.! L’étape du séquençage ........................................................................................................................ 83!
="! MIcU=M%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%^8!
W"! [MB%_%[2-K%M(&,95+2,.%B(9+2.-%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%^@!
1.! Principe de la technique HRM ............................................................................................................ 84!
2.! Détails de la technique d’HRM ........................................................................................................... 85!
MdXL#I!IX%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%^E!
!"! $B0CO16%761%3D14C2021%%761%764V%>3?361%9053:;::5D8F0C61%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%XP!
!"! M?&59+$+&%45%&'()*,-)$**(%(+%&'()*,;C+,-)$**(%;K(6%9(&%4(5D%>)/)(&%
*$;),6,,;?'K$9(&%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%^E!
1"! M?&59+$+&%4(&%$.$9C&(&%*,9?;59$2)(&%45%-/.(%!LMN=%',5)%9(&%4(5D%>)/)(&%
*$;),6,,;?'K$9(&%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%^a!
1.! Séquençage du gène AURKC .............................................................................................................. 87!
2.! Les conséquences de la mutation identifiée (c.436-2A>G) sur l’épissage ......................................... 88!
3.! Validation de l’absence du variant (c.436-2A>G) trouvé dans la population générale par HRM ...... 90!
!!"! $B0CO16%761%%3D14C2021%761%TT%042361%802=6B21%9053:;::5D8F0C61%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""%E/!
!"! !.$9C&(%4(&%)?&59+$+&%*,9?;59$2)(&%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%R0!
1.! Analyses des transcrits porteurs du variant p.Y248* .......................................................................... 92!
2.! Haplotype des patients porteurs de la mutation p.Y248* ................................................................... 93!
! 
 
3.! Calcul de la fréquence du polyorphisme c.930+38G>A chez des témoins maghrébins et 
européens par HRM .................................................................................................................................... 94!
1"! #(&%'$)$*/+)(&%45%&'()*(%*(&5)?&%(+%9(%-?.,+C'(%4(&%'$+2(.+&%*$;),6,,;?'K$9(&%"""""""""""""""%R@!
WZX=LXXZS`%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%Ra!
!"! *4202=:B%7AD8=110J6%5"T@PZ[$\-%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%ES!
!!"! #0%94202=:B%&+,'%8"][TX^%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%EX!
!!!"! &2302DJ=6%76%7=0JB:12=U46%5F6;%C61%802=6B21%9053:;::18639=U461%"""""""""""""""""""""""""""""""%/YY!
=S`=#LXZS`%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%0A0!
=K$'2+)(%ZZ%_%#(&%X'()*$+,6,74(&%$F(;%4(&%$.,*$92(&%45%>9$-(99(%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%0A8!
!)+2;9(%8_%B5+$+2,.&%2.%WC.(2.%;$5&(%*$9(%2.>()+292+C%PC%42&)5'+2.-%&'()*%>9$-(995*%
$D,.(*(%%-),e+K%H$)+2;9(%(.%;,5)&%4(%)?4$;+2,.J"%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%0A8!
!')/&%5.(%)(F5(%4(%9$%92++?)$+5)(%&5)%9(&%&'()*$+,6,74(&%$F(;%4(&%$.,*$92(&%>9$-(99$2)(&%(+%
9(&%-/.(&%2*'92G5?&%4$.&%;(&%$.,*$92(&O%.,5&%(D',&(),.&%9(&%)?&59+$+&%4(%9:24(.+2>2;$+2,.%
4:5.%.,5F($5%-/.(%_%W`![0O%2*'92G5?%4$.&%;(%'K?.,+C'("%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%0A@!
!"! #61%1863902:;:<761%0I65%761%0B:90C=61%>C0J6CC0=361%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%/YT!
!"! #$%92++?)$+5)(%4(&%$.,*$92(&%>9$-(99$2)(&%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%0A@!
Tableau 8 : Gènes impliqués dans des ciliopathies chez l’humain et affectant la structure 
axonémale et la mobilité des spermatozoïdes (Inaba, 2011). ................................................................... 108!
Tableau 9 : Gènes pour lesquels il a été montré que les souris invalidées présentent des défauts de 
la structure axonémale et de la mobilité des spermatozoïdes (Inaba, 2011). ............................................ 109!
1.! Les gènes de dynéines axonémales ................................................................................................... 109!
2.! Tektin-t (Tekt2) ................................................................................................................................. 111!
3.! Les gènes Spag (sperm associated antigen) ...................................................................................... 113!
4.! Agtpbp1 (Nna1) ................................................................................................................................. 114!
5.! Jund1 (Jun proto-oncogene related gene d) ...................................................................................... 115!
6.! Pol-λ/Dpcd (deleted in primary ciliary dyskinesia) .......................................................................... 115!
7.! Pgs1 (phosphatidylglycerophosphate synthase 1) ............................................................................. 116!
8.! Ube2b (ubiquitin-conjugating enzyme E2B) .................................................................................... 116!
9.! Gopc (golgi associated PDZ and coiled-coil motif containing) ........................................................ 117!
10.! Le gène Spef2 .................................................................................................................................. 117!
11.! Le gène RSPH9 ............................................................................................................................... 118!
!!"! !76B2=>=502=:B%76%B:4I604V%J?B61%=98C=U4D1%70B1%C6%8FDB:2O86%761%0B:90C=61%
>C0J6CC0=361%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%//E!
U!IZ\`IX%\I%B!I\MZ\#X%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%00R!
!"! #61%D5F0B2=CC:B1%Q=:C:J=U461%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%//E!
B\I[SW\X%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%0]]!
!"! #0%365F635F6%74%J?B6%7A=B2D3_2%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%/[[!
!"! #$%&+)$+?-2(%4(%)(;K();K(%45%-/.(%;$.424$+%'$)%9$%*?+K,4(%4:K,*,6C-,+2(%'$)%
>292$+2,.%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%0]]!
1"! !.$9C&(%4(%92$2&,.%'$)%*$+)2;(&%4(%&,.4$-(%!>>C*?+)2D%_%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%0]@!
="! U=M%(+%X?G5(.b$-(%4(%+,5&%9(&%(D,.&cQ,.;+2,.%2.+),.f(D,.&%4(&%-/.(&%;$.424$+&%""""""""""""""""""%0]<!
!!"! M:B>=3902=:B%76%CA=98C=502=:B%761%J?B61%50B7=7021%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%/[P!
!"! MIcU=M%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%0]E!
1"! B$)G5$-(%4(&%&'()*$+,6,74(&%K5*$2.&%'$)%5.%$.+2;,)'&%$.+2cW`![0%H-/.(%
;$.424$+J%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%0]a!
1.! Lavage du sperme congelé ................................................................................................................ 127!
! 
 
2.! La concentration ................................................................................................................................ 128!
3.! Préparation des lames ........................................................................................................................ 128!
4.! Fixation au Paraformaldéhyde (PFA) ............................................................................................... 128!
5.! Saturation des sites antigéniques  et incubation avec l’anticorps primaire ....................................... 129!
6.! Saturation des sites antigéniques  et incubation avec l’anticorps primaire ....................................... 129!
7.! Incubation avec l’anticorps primaire ................................................................................................. 129!
8.! Incubation avec l’anticorps secondaire ............................................................................................. 130!
9.! Marquage du noyau ........................................................................................................................... 130!
10.! Préparation pour l’observation ........................................................................................................ 130!
11.! Préparation des grilles pour une observation en microscopie électronique à transmission des 
spermatozoïdes du patient P2 .................................................................................................................... 131!
M\XL#I!IX%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%08]!
!"! )D14C2021%74%JDB:2O80J6%803%8456%$W.%761%802=6B21%D247=D1%62%365F635F6%76%
3DJ=:B1%7AF:9:;OJ:2=6%""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%/@[!
!"! #(%0()%-/.(%;$.424$+%_%NZYR%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%08@!
1.! Description du gène KIF9 ................................................................................................................. 134!
2.! Résultats du séquençage du gène KIF9 ............................................................................................. 135!
3.! Recherche du variant trouvé par HRM (High Resolution Melting) .................................................. 136!
1"! #(%]/*(%-/.(%;$.424$+%_%XU!g@%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%08a!
1.! Description du gène SPAG4 .............................................................................................................. 137!
2.! Résultats du séquençage du gène SPAG4 ......................................................................................... 137!
="! #(%8/*(%-/.(%;$.424$+%_%W`![0%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%08a!
1.! Description du gène DNAH1 ............................................................................................................. 138!
2.! Résultats du séquençage du gène DNAH1 ........................................................................................ 140!
3.! La mutation faux sens p. [Asp1293Asn]. .......................................................................................... 140!
4.! La mutation run-on c. [12796T>C] ................................................................................................... 143!
5.! La mutation d’épissage [c.5094+1G>A] ................................................................................... 144!
6.! La mutation d’épissage [c.11788-1G>A] .............................................................................. 147!
7.! Conclusion générale sur le résultat du séquençage du gène DNAH1 chez tous les patients avec 
des anomalies flagellaires : ....................................................................................................................... 151!
!!"! )D14C2021%74%903U40J6%761%1863902:;:<761%74%802=6B2%'[%`%CA0B2=5:381%0B2=Z
W.$a/%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%/H[!
!!!"! )D14C2021%%76%CA:Q163I02=:B%6B%9=53:15:8=6%DC6523:B=U46%761%1863902:;:<761%74%
802=6B2%'/%"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""%/HS!
DISCUSSION ........................................................................................................................................... 161!
CONCLUSION ......................................................................................................................................... 162!
 
 
%
%
%
%
! 
 
%
TABLE DES ILLUSTRATIONS 
Figures 
Figure 1 : Etapes de la spermiogénèse humaine: ........................................................................ 3!
Figure 2 : Coupe longitudinale de la tête de spermatozoïde de souris ....................................... 4!
Figure 3 : Représentation schématique d’un spermatozoïde de mammifère. (Fawcett, 
1975) ........................................................................................................................................... 5!
Figure 4 : Formation de l’acrosome ........................................................................................... 7!
Figure 5 : Complexe vésicule-moteur empruntant la voie des microtubules et celle des 
filaments d’actine. ...................................................................................................................... 8!
Figure 6 : Représentation schématique de la plaque acrosomale et de son anneau 
marginal. ................................................................................................................................... 10!
Figure 7 : Représentation schématique des mécanismes de transport dans la manchette ........ 11!
Figure 8 : Morphogenèse de la tête spermatidique ................................................................... 12!
Figure 9 : Scénario de la formation du flagelle.. ...................................................................... 14!
Figure 10 : Structure du flagelle d’un spermatozoïde humain. ................................................ 15!
Figure 11 : Structure de l’axonème du flagelle d’un spermatozoïde de mammifère.. ............. 16!
Figure 12 : Représentation schématique  des bras internes et externes de dynéines chez 
Chlamydomonas reinhardtii. .................................................................................................... 19!
Figure 13 : Organisation de la dynéine axonémale. ................................................................. 21!
Figure 14 : La structure de la paire centrale de microtubule chez Chlamydomonas 
reinhardtii. ................................................................................................................................ 22!
Figure 15 : Représentation schématique de la gaine fibreuse.. ................................................ 27!
Figure 16 : L'annulus en phase terminale de différenciation. Coupe longitudinale en 
microscopie électronique de l’annulus. L'annulus (An) est une structure dense située au 
niveau de la jonction PI et PP des spermatozoïdes matures. Chez la souris, il est 
triangulaire et se trouve sous le dernier tour de l'hélice mitochondriale et la membrane 
plasmique (AC) acrosome ; (M) mitochondrie ; (N) noyau ; (AN) annulus ; (Ax) 
axonème  (adapté de touré et al., 2011). ................................................................................... 29!
Figure 17 : Coupe transversale en microscopie électronique. A) Cil mobile de 
l’épithélium respiratoire humain de type (9+2). B) Cil sensoriel de type (9+0). ..................... 32!
Figure 19 : Le schéma illustre une vue longitudinale de la continuité structurale entre le 
corps basal, la zone de transition, la zone des doublets et la zone des singlets de 
l’axoneme. ................................................................................................................................ 33 
Figure 18 : Illustration de la zone de transition. ....................................................................... 32!
Figure 20 : Observation en Microscope électronique de coupes transversales de cils 
respiratoires de patients  (DCP). ............................................................................................... 35!
Figure 21 : Spermatozoïde humain gloobocéphale .................................................................. 50!
Figure 22 : Spermatozoïde macrocéphale et multiflagelle (A) comparé à un 
spermatozoïde typique (B). Photographies réalisées en microscopie électronique à 
balayage (Harbuz et al., 2009). ................................................................................................. 59!
! 
 
Figure 23 : Contenu chromosomique anormal des spermatozoïdes macrocéphales. ............... 58!
Figure 24 : Anomalies méiotiques et post-méiotiques caractérisant la Déficience de 
Division Méiotique.. ................................................................................................................. 64!
Figure 25 : Histogramme de cytométrie en flux obtenues après décondensation et 
marquage de l’ADN à IP. ......................................................................................................... 67!
Figure 26 : L’absence de la protéine AURKC entraîne un blocage des deux divisions 
méiotiques. ................................................................................................................................ 67!
Figure 27 : Alignement des séquences en acides aminés des trois auroras kinases 
humaines. .................................................................................................................................. 69!
Figure 28 : Domaine d’organisation des Aurora Kinases A, B et C (Bolanos-Garcia, 
2005). ........................................................................................................................................ 71!
Figure 29 : La séparations des cellules du sang grâce au Ficoll ............................................... 79!
Figure 30 : Arbre de la famille des deux frères d’origine tunisienne. ...................................... 88 
Figure 32 : Analyse de la Transcription pour le patient II:1[c.436-2A>G, c.144delC] et 
trois  témoins fertiles. ............................................................................................................... 89!
Figure 33 : Analyse de la fusion à haute résolution  de l’amplification de l’exon 5 du 
gène AURKC ............................................................................................................................ 90!
Figure 34: La RT-PCR suivie de la migration sur gel d’agarose ............................................. 93 
Figure 35 : Toutes les mutations trouvées dans le gène AURKC sont responsables du 
phénotype de macrozoocéphalie. ............................................................................................ 100!
Figure 36 : La forme NSFAs des anomalies flagelliares.. ...................................................... 105!
Figure 37 : (A) Schéma de la structure de la chaîne lourde de dynéine. Schéma (B) 
Observation en microscopie électronique d’une dynéine axonémale. ................................... 110!
Figure 38 : Le diagramme A donne l'interprétation des auteurs de l'images B et C.. ............ 111!
Figure 39 : Coupes transversales de flagelle de la pièce intermédiaire pour une souris 
mutante pour le gène tektin-t. Les IDAs sont absents aux positions 2 et 6. ........................... 112!
Figure 40 : L’ultrastructure du flagelle de spermatozoïde de souris Spag 6 - /-. (A) 
Coupe transversale au niveau du flagelle de spermatozoïde de souris Spag6 - /- cette 
structure présente une absence du doublet de microtubules centraux de l’axonème. (B) 
Ces deux coupes montrent une désorganisation au niveau des fibres denses externes 
(Sapiro et al., 2002). ............................................................................................................... 113!
Figure 41 : Coupe transversale de flagelles de spermatozoïdes de souris Jund -/- .  ............. 115!
Figure 42 : Morphologie des spermatozoïdes de souris Ube2b -/-.. ....................................... 117!
Figure 43 : La forme du flagelle du spermatozoïde chez les souris Gopc-/-. ......................... 117!
Figure 44 : Photos de spermatozoïdes en microscopie électronique des anomalies 
flagellaires présentes chez les patients de notre cohorte. ....................................................... 121!
Figure 45 : Exemple d’une famille consanguine montrant la transmission d’une 
mutation M ............................................................................................................................. 123!
Figure 46 : Exemple d’une population avec un effet fondateur ............................................. 123!
Figure 47 : Une analyse sur « puces à ADN » de type SNP (pour single nucleotide 
polymorphism). ....................................................................................................................... 124!
Figure 48 : Représentation des principales étapes d’utilisation des puces à ADN 
Affymetrix. ............................................................................................................................. 125!
! 
 
Figure 49 : Région d’homozygotie sur le chromosome 3 commune à 9/20 patients 
indiquée sur le programme HomoSNP. .................................................................................. 132!
Figure 50 : Région d’homozygotie sur le chromosome 20 commune à 13 /20 patients 
indiquée sur le programme HomoSNP. .................................................................................. 133!
Figure 51 : Identification des 2 gènes candidats KIF9 et DNAH1 au niveau de la région 
d’homozygotie. ....................................................................................................................... 134!
Figure 52 : Insertion de 5 nucléotides  le variant c. [1050+18InsTACTT] + 
[1050+18InsTACTT] chez deux patients ............................................................................... 136!
Figure 53 : Identification de la région d’homozygotie présente sur le chromosome 3 
chez 14 des 20 patients avec le programme HomoSNP ......................................................... 138!
Figure 54 : Electrophorégramme de l’ADN du patient présentant le variant 
[p.Asp1293Asn]. ..................................................................................................................... 141!
Figure 55 : Alignement des orthologues de DNAH1 chez 8 espèces par le programme 
HomoloGene.. ......................................................................................................................... 141!
Figure 56 : Etude du polymorphisme rs 140883175  chez 5 populations .............................. 142!
Figure 57 : Effet de la mutation run-on sur la traduction ....................................................... 143!
Figure 58 : Electrophorégramme de l’ADN du patient présentant le variant 
[c.5094+1G>A. ....................................................................................................................... 144!
Figure 59 : Analyse in silico de l’effet du variant [c.5094+1G>A] sur l’épissage ............ 145!
Figure 60 : Mécanisme d’épissage normal (A) et avec la présence du variant 
[c.5094+1G>A] (B) ................................................................................................................ 146!
Figure 61 : La conséquence de la présence du variant [c.5094+1G>A] sur la traduction ..... 147!
Figure 62 : Mutation d’épissage [c.11788-1G>A] localisée au niveau du site accepteur 
de l’exon 75 ............................................................................................................................ 148!
Figure 63: Mécanisme de l’épissage. ..................................................................................... 149!
Figure 64 : Electrophorèse sur gel d’agarose de l’amplification du cDNA. A, B, C  ............ 150!
Figure 65: Localisation de toutes les mutations identifiées au niveau du gène DNAH1 
chez les patients étudiés. ......................................................................................................... 152!
Figure 66 : L’immunomarquage des spermatozoïdes de témoin fertile avec l’anticorps 
anti-DNAH1.. ......................................................................................................................... 153!
Figure 67 : Immunomarquage des spermatozoïdes avec l’anticorps anti-DNAH1. ............... 154!
Figure 68 : L’immunomarquage des spermatozoïdes avec l’anticorps anti-DNAH1. ........... 155!
Figure 69 : Coupe transversale au niveau de la pièce intermédiaire, absence de 
mitochondrie du coté droit de la coupe en plus de la présence d’une fibre dense 
surnuméraire. .......................................................................................................................... 158!
Figure 70 : Les spermatozoïdes du patient P1 sont déficients en DNAH1 montrant des 
défauts multiples dans la structure du flagelle.. ...................................................................... 159!
Figure 71 : Coupe d’un spermatozoïde à flagelle écourté et de calibre irrégulier .................. 159!
Figure 72 : Défauts ultrastructuraux observés sur des coupes  d’axonèmes du patient  P1 ... 160!
Figure 73: Les protéines qui interagissent avec DNAH1 selon le logiciel Ingenuity 
pathway analysis. .................................................................................................................... 163!
Figure 74 : Observation en MET des cils et flagelles de spermatozoïdes de souris 
invalidées pour le gène MDHC7. ........................................................................................... 161!
! 
 
 
!
!
 
 
 
Tableaux 
%
Tableau 1 : Valeurs normales des paramètres du spermogramme (Who, Fifth Edition). ........ 48!
Tableau 2 : Volume et concentration utilisées pour chaque réaction de PCR .......................... 80!
Tableau 3 : Volumes des réactifs utilisés pour une réaction de séquence ................................ 82!
Tableau 4 : Les paramètres du sperme pour les deux frères ..................................................... 86!
Tableau 5 : Paramètres du spermogramme et du spermocytogramme pour les 44 patients ..... 91!
Tableau 6 : Haplotype des patients porteurs de la mutation récurrente p.Y248* ..................... 93!
Tableau 7 : Les paramètres du sperme mesurés selon le génotype du patient. Les valeurs 
indiquées sont les moyennes. La colonne pY248* regroupe les patients homozygotes et 
les patients hétérozygotes composites porteurs de la mutation c.144delC. .............................. 95!
Tableau 8 : Gènes impliqués dans des ciliopathies chez l’humain et affectant la structure 
axonémale et la mobilité des spermatozoïdes (Inaba, 2011). ................................................. 108!
Tableau 9 : Gènes pour lesquels il a été montré que les souris invalidées présentent des 
défauts de la structure axonémale et de la mobilité des spermatozoïdes (Inaba, 2011). ........ 109!
Tableau 10 : Caractéristiques du spermogramme pour les 20 patients .................................. 119!
Tableau 11 : Caractéristiques moyennes du spermocytogramme réalisé à partir de 100 
spermatozoïdes pour les 20 patients. ...................................................................................... 120!
Tableau 12 : Volume et concentration utilisés pour chaque réaction de PCR ....................... 125!
Tableau 13 : Amorces utilisées pour amplifier les exon 33, 66 et 74 du gène DNAH1 et 
les amorces utilisées des gènes de référence GAPDH et RPL0 .............................................. 127!
Tableau 14 : Trois sites de prédiction de l’effet de la mutation [c.11788-1G>A] sur 
l’épissage ................................................................................................................................ 148!
Tableau 15 : Caractéristique du spermogramme des patients présentant la mutation 
[c.11958-1G>A] ..................................................................................................................... 155!
! 
 
Tableau 16 : Caractéristique du spermocytogramme des patients présentant la mutation 
[c.11788-1G>A]. .................................................................................................................... 156!
 
!
!
!
!
%  
! 
 
%
%
 
 
 
 
 
 
 
 
Etude Bibliographique 
 
%
 
 
 
 
 
 
/%'*)!010,12.&-3415')!!!!!!
!
 
 1 
 
 
!" #$%&'()*$+,-(.(&(%.,)*$#(%
La spermatogenèse est le processus de différenciation cellulaire qui, à partir de 
cellules souches, aboutit à la production de spermatozoïdes. Il s’agit d’un processus 
long qui commence à la puberté et se poursuit pendant toute la vie. Il se déroule dans les 
tubules séminifères testiculaires. La spermatogenèse, qui nécessite une température 
testiculaire de 32°C à 35°C procède par des cycles spermatogénétiques qui durent 
chacun 74 jours environ.  
A. La spermatogenèse 
La spermatogenèse commence au niveau de la couche basale de l’épithélium des 
tubes séminifères par la prolifération des spermatogonies et leur différenciation en 
spermatocytes I pendant la 1ère phase appelée phase mitotique. Les spermatocytes I 
subissent par la suite deux divisions méiotiques pour se transformer en spermatocytes II 
puis en spermatides rondes haploïdes. La méïose comprend deux étapes : une division 
réductionnelle qui correspond à la réduction du matériel génétique de moitié donnant les 
spermatocytes II, puis une division   équationnelle.  Chez l'homme, le nombre de 
spermatides produit par chaque spermatocyte ne correspond pas au rendement maximal 
de 4 pour 1, car 25 % des cellules germinales dégénèrent entre le stade spermatocyte I et 
le stade spermatide.  
B. La spermiogenèse 
Les spermatides ainsi formées subissent une étape de différenciation caractérisée 
par une morphogenèse complexe qui les transforme en spermatides allongées puis en 
spermatozoïdes. La spermiogénèse correspond à la réorganisation du noyau, le 
développement et la mise en place de l’acrosome, la formation du flagelle et la 
réorganisation du cytoplasme. La spermiogenèse se déroule au niveau de l’épithélium 
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séminifère dans des logettes formées par les cellules de Sertoli. Elle comporte les stades 
suivants (Wheater et al., 2004) : 
1- L’appareil de Golgi élabore des vésicules acrosomiales, dans lesquelles 
s’accumulent des hydrates de carbone et des enzymes hydrolytiques. 
2-  Les vésicules acrosomiales transitent par le réticulum endoplasmique et 
s’appliquent contre un pôle du noyau et fusionnent progressivement pour former 
une structure appelée cape acrosomiale ou capuchon céphalique. En parallèle, le 
noyau commence à s’allonger dans le sens antérocaudal. 
3- Pendant ce temps, les deux centrioles migrent vers le pôle cellulaire opposé à la 
cape acrosomiale. Le centriole disposé parallèlement au grand axe du noyau 
s’allonge formant une structure faite de neuf doublets de microtubules 
périphériques et d’un doublet central. Cette structure s’appelle l’axonème. Elle 
constituera l’axe du flagelle. 
4- En parallèle, une structure faite de neuf fibres longitudinales se développe à 
partir du second centriole et se place autour de l’axonème. Des stries fibreuses se 
disposent ensuite de façon circonférentielle formant  une gaine fibreuse le long 
du flagelle. 
5- Le cytoplasme migre pour entourer la portion initiale du flagelle emportant avec 
lui les organites cellulaires. La migration du cytoplasme concentre les 
mitochondries autour du flagelle. Ces dernières se disposent en une gaine 
mitochondriale de forme hélicoïdale spiralée autour de la portion initiale de la 
queue. 
6- Au terme de la spermiogenèse, le cytoplasme en excès ainsi que les restes 
d’organites cellulaires, appelés corps résiduels, sont phagocytés par la cellule de 
Sertoli et la spermatide mature est libérée dans la lumière des tubes séminifères. 
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Figure 1 : Etapes de la spermiogénèse humaine: 1. La spermatide immature avec un 
gros noyau arrondi. La vésicule acrosomale est attachée au noyau, l’ébauche du flagelle 
n’atteint pas le noyau. 2. La vésicule acrosomale a augmenté de taille et apparaît aplatie 
au niveau du noyau. Le flagelle entre en contact avec le noyau. 3–8. Formation de 
l’acrosome, condensation du noyau et développement des structures flagellaires. 8. La 
spermatide mature est libérée de l’épithélium séminifère. Dessins semi-schématiques à 
partir de micrographies électroniques (Holstein and Roosen-Runge, 1981). 
!!" #0%123452436%74%1863902:;:<76%76%9099=>?36%
Le spermatozoïde est une cellule allongée de 100 à 150 µm de long comportant 
trois parties : la tête, le col et la queue. Cette dernière partie est subdivisée en trois 
segments : la pièce intermédiaire, la pièce principale et la pièce terminale. 
A. La tête du spermatozoïde 
La tête du spermatozoïde  possède la forme de poire aplatie mesurant environ 8 
µm sur 4 µm. Le noyau, qui occupe la plus grande partie de la tête, est constitué d’une 
chromatine très condensée. Il comporte cependant un certain nombre de zones où la 
chromatine est beaucoup plus dispersée appelées vacuoles nucléaires. La partie 
antérieure du noyau est coiffée par l’acrosome. 
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L’acrosome, un organite intracellulaire dérivé de l’appareil de Golgi, est une 
vésicule géante de sécrétion qui s’établit comme un capuchon couvrant environ les deux 
tiers de la partie antérieure du noyau (Fawcett, 1970). 
Dans les spermatozoïdes des mammifères, la forme de l'acrosome est hautement 
variable d'une espèce à l’autre, mais dans toutes les espèces étudiées il contient une 
grande diversité d'enzymes actives telles que la hyaluronidase, des protéases dont la 
plus connue est l’acrosine (une protéinase «trypsin-like»), la phosphatase acide, des 
phospholipases A2 et l’arylsulphatase (Buffone et al. ,2008). 
Au cours de la fécondation, ces enzymes permettent une meilleure pénétration 
des spermatozoïdes à travers les cellules de la corona radiata et déstabilisent la zone 
pellucide, couche protéique entourant l’ovocyte et la protégeant des agressions. 
 
Figure 2 : Coupe longitudinale de la tête de spermatozoïde de souris et sa 
représentation schématique d’après des observations au microscope électronique. La 
tête du spermatozoïde est constituée : d’une membrane plasmique, d’un espace 
périacrosomique, d’une membrane acrosomique externe, d’un contenu acrosomique, 
d’une membrane interne acrosomique, d’un espace sous acrosomique et d’un noyau 
haploïde. 
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Figure 3 : Représentation schématique d’un spermatozoïde de mammifère. 
(Fawcett, 1975) 
B. %b=:J6B?16%76%CA053:1:96%%
L’acrosome est une grande vésicule de sécrétion unique délimitée par une 
double membrane interne et externe autour de la matrice acrosomiale. Il couvre les 2/3 
antérieurs du noyau des spermatozoïdes matures. Son rôle est fondamental dans le 
processus de  la fécondation. 
L’acrosome est doté d’une fonction exocytique. En effet au moment de la 
fécondation, le contact du spermatozoïde avec la zone pellucide de l’ovocyte induit une 
cascade d’événements caractérisée par la fusion de la membrane acrosomiale  avec la 
membrane  plasmique, suivie par la libération des enzymes protéolytiques permettant de 
déstabiliser les protéines de la zone pellucide. 
L’acrosome de mammifère contient des produits sécrétés semblables à ceux 
retrouvés dans divers lysosomes (Moreno et al., 2006) : protéinases, hyaluronidase, 
sulfatase, acide phosphatase, DNAse, RNAse, mais également des molécules 
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spécifiques comme HSA-63, la pro-acrosine, la pro-enképhaline, FA-2, SP-10, ZRK, 
PH-20, Acrin1 (Oh-Oka et al., 2001). 
Certains de ces produits sont synthétisés au stade du spermatocyte pachytène et 
stockés dans des granules dites pro-acrosomiques. Ces granules ne sont pas acheminées 
à la membrane plasmique comme de classiques granules de sécrétion. Ils restent 
attachés probablement au niveau trans-golgien jusqu’à la fin de la méïose. Ils ne 
fusionnent ni avec la membrane plasmique ni les unes avec les autres avant le stade 
spermatide ronde.  
L’acrosine est une protéinase sérine spécifique qui intervient dans le processus 
de fusion du spermatozoïde à la zone pellucide puis de son franchissement par un 
phénomène de protéolyse (Tulsiani et al.,1998 ; Saling, 1989). Synthétisée initialement 
sous forme inactive, la proacrosine, se convertit en acrosine durant la spermiogenèse 
(Kashiwabara et al., 1990). 
L’étude de certains modèles murins a permis de préciser certains points de 
l’attachement des vésicules golgiennes entre elles, aux microtubules et à 
l’acroplaxome (Meistrich et al., 1992 ; Mochida et al., 1999) : Chez la souris un total de 
8 protéines ont été décrites comme étant impliquées dans un phénotype de 
globozoospermie. Le 1er groupe est composé de 4 protéines : Pick1, Gopc, Vps54 et 
Hrb. Ce groupe contient des protéines qui contrôlent la fusion des vésicules golgiennes 
et qui sont nécessaires à la formation de l’acrosome. La 2ème série de protéines contient 
Zpbp1, Ck2α’, Hsp90b1 et Gba2. Cette série contient des protéines qui possèdent une 
fonction et une localisation cellulaire différentes (Pierre et al., 2012). 
Des études récentes ont mis en évidence un lien entre la biogenèse de l’acrosome 
et l’établissement de la forme de la tête des spermatides, en particulier la relation entre 
l’absence d’acrosome et la forme globuleuse de la tête spermatique. En effet, la 
biogenèse de l’acrosome est étroitement liée à celle de la manchette, élément clé de 
l’élongation spermatidique (Kierszenbaum and Tres, 2004 ; Pierre et al., 2012). 
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1. Description et mécanismes des différentes phases de la biogenèse de 
l’acrosome : 
D’après la description de Moreno et al. (2000) nous distinguons 4 phases dans la 
biogenèse de l’acrosome: la phase Golgi, la phase de la coiffe, la phase de l’acrosome et 
la phase de maturation. 
'( )'&*+',-&./012&3&
Lors de cette phase des vésicules golgiennes pro-acrosomiales se fixent à la 
surface de l’enveloppe nucléaire, au niveau de la plaque acrosomale, et confluent en un 
sac aplati  qui se fixe sur l’acroplaxome (figure 4). Cette dernière est une structure qui est 
présente dans l’espace entre le noyau en allongement et l’acrosome en formation. Elle est 
composée principalement de microfilaments d’actine, de kératine 5 et de Myosine Va, 
délimité à sa partie postérieure par un anneau dit « marginal » présentant une structure 
proche des desmosomes, très riche en K5 et en Myosine Va associée probablement à 
Rab 27a/b par MyRIP (Kierszenbaum and Tres, 2004). 
 
Figure 4 : Formation de l’acrosome : Pendant la phase Golgi les vésicules cis-
golgiennes rejoignent l’acroplaxome (formation rigide en forme de bouclier localisé à la 
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jonction entre le noyau et l’acrosome). Le transport des vésicules pro-acrosomiales est 
assuré par des microtubules. Des filaments d’actine semblent impliqués dans le 
transport des vésicules se déplaçant vers la manchette. A la phase de la coiffe, les 
vésicules non acrosomiales sont acheminées vers la manchette (Kierszenbaum and Tres, 
2004). 
Toutes les vésicules dérivant de l’appareil de Golgi sont acheminées par les 
microtubules et les microfilaments d’actine (Kierszenbaum and Tres, 2004). Dans 
toutes les cellules, le réseau microtubulaire apparaît comme le partenaire indispensable 
à l’appareil de Golgi et ses dérivés comme les vésicules de sécrétion qui se déplacent 
par voie de microtubules (Moreno and Alvarado, 2006). Dans les spermatides de 
mammifères, l’organisation des microtubules présente un réseau dense de fibres de 
microtubules, à la partie corticale de la cellule, sans évidence de centrosome. Par la 
suite, le réseau de microtubules se concentrera autour du noyau (Moreno et al., 2000). 
Outre l’appareil filamentaire, le transport des vésicules proacrosomiales requièrt 
des protéines motrices qui sont les kinésines et la dynéine pour la voie microtubulaire et 
la myosine Va pour la voie des microfilaments d’actine. En fait, le transport par voie de 
microfilaments d’actine nécessite 3 éléments : un récepteur vésiculaire (Rab 27 a/b), 
une molécule motrice (Myosine Va) et une molécule recrutant les myosines (MyRIP 
pour Myosin Va-Rab Interacting Protéine) (figure 5). 
 
Figure 5 : Complexe vésicule-moteur empruntant la voie des microtubules et celle des 
filaments d’actine.  
Les vésicules proacrosomiales issues du Cis-Golgi ainsi acheminées atteignent la 
surface nucléaire, et constituent un sac acrosomial amarré à l’acroplaxome.  
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Au cours de cette phase il se produit une augmentation de volume du sac  qui est 
la conséquence de la fusion de nouvelles vésicules cis-golgiennes. Parallèlement à cette 
formation du sac acrosomial, des vésicules non-acrosomiales se détachent du Golgi et 
sont acheminées au pôle postérieur de la tête spermatique (Figure 4). 
Tous les spermatozoïdes produits par les souris mutantes Hook1 -/- ou azh (pour 
abnormal sperm head) présentent un acrosome systématiquement très fragmenté. 
Moreno et coll ont montré que la protéine Hook1 est impliquée dans la fusion des 
vésicules entre elles (Moreno et al., 2006). 
6( &)'&*+',-&5-&08'69/,/:-&3&
Durant cette phase, le sac acrosomial s’aplatit et diffuse jusqu’aux 2/3 antérieurs 
du noyau. Le réseau cortical de microtubules disparaît, et les fibres de microtubules 
commencent à s’assembler à la surface nucléaire au pôle opposé à l’acrosome. Les 
microtubules s’orientent alors parallèlement à l’axe principal de la spermatide, autour 
du noyau. Elles s’insèrent au niveau de l’anneau péri-nucléaire, plus postérieur que 
l’anneau marginal de l’acroplaxome. Constituant alors la manchette, ce réseau de 
microtubules reste lié au noyau jusqu’à la phase de maturation (figure 6). 
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Figure 6 : Représentation schématique de la plaque acrosomale et de son anneau 
marginal, de l’anneau périnucléaire et des microtubules de la manchette s’y attachant 
(Kierszenbaum and Tres, 2004).  
Pendant que la biogenèse de l’acrosome progresse par accumulation de vésicules 
proacrosomiales fusionnant entre elles, les vésicules transgolgiennes sont acheminées 
(par microtubules et microfilaments d’actine jusqu’au pôle postérieur du noyau pour 
constituer le reste cytoplasmique).  
5( )'&*+',-&5-&0'&:';<9';2/=&3&
Pendant cette phase, la forme de l’acrosome change peu, les modifications sont 
essentiellement fonctionnelles correspondant à une augmentation du pouvoir fécondant 
des spermatozoïdes.  
Parallèlement à la formation de l’acrosome et du reste cytoplasmique, la 
manchette se développe (Courtens, 1982). Dans de nombreuses espèces, la manchette a 
été décrite comme un composant des spermatides apparaissant juste avant et 
disparaissant juste après l’allongement du noyau. La manchette est une structure 
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essentiellement constituée de tubuline alpha et delta. Les microtubules qui composent la 
manchette sont assemblés en tubes disposés de façon concentrique, connectés les uns 
aux autres et stabilisés par des liens inter-microtubules (figure 7). 
 
Figure 7 : Représentation schématique des mécanismes de transport dans la manchette 
 Nous distinguons un transport de vésicules et de protéines lié aux microtubules 
et un autre lié aux filaments d’actine. Les recruteurs de moteurs (myosine Va ou VIIa) 
peuvent être déterminants pour le transport des vésicules, leur permettant de passer du 
système microtubulaire au système des microfilaments d’actine (flèche banche). Le 
squelette microtubulaire de la manchette consiste en un assemblage de structures 
tubaires formé de microtubules arrangés de façon concentrique et connectés les uns aux 
autres par des liens entre microtubules. Les structures tubaires adjacentes sont 
également stabilisées par un lien.  Des fibres d’actine ont également été mises en 
évidence le long de cette formation tubaire (figure 7), disposées en cercles parallèles 
concentriques autour du tiers supérieur de la tête de la spermatide (Kierszenbaum et al., 
2004) (figure 8). Le raccourcissement des boucles d’actine et des deux anneaux 
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marginal et péri-nucléaire se traduit par une constriction progressive et un allongement 
du noyau de la spermatide (Figure 8). 
L’acroplaxome, formation rigide en forme de bouclier localisé à la partie 
antérieure du noyau s’oppose modérément à l’effet constricteur des ceintures d’actine. 
La dynamique des fibres d’actine du cytosquelette est sous le contrôle de tyrosines 
kinases.  
 
Figure 8 : Morphogenèse de la tête spermatidique : L’allongement de la tête des 
spermatides est la conséquence de l’étranglement de la tête en raison du rétrécissement 
des boucles d’actine, sous contrôle de la cellule de Sertoli. Ces boucles d’actine sont en 
liaison avec les citernes calciques de la cellule de Sertoli. Parallèlement, le 
rétrécissement de l’anneau péri-nucléaire et son déplacement vers l’arrière sous l’effet 
de traction des microtubules accentuent cet allongement (Kierszenbaum and Tres, 
2004). 
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C. Le flagelle 
Les spermatozoïdes sont les plus divergents de tous les types de cellules, 
probablement parce qu’ils réalisent leur mission en dehors du corps, où ils sont exposés 
à plusieurs barrières physiques et chimiques. Pour surmonter ces obstacles les 
spermatozoïdes doivent évoluer morphologiquement et fonctionnellement. Au cours de 
l’évolution, les structures internes du flagelle comme l’axonème ont bien été 
conservées. Chez les mammifères ainsi que chez d’autres vertébrés, le flagelle possède 
des structures accessoires entre l’axonème et la membrane plasmique. 
1. Origine du flagelle 
Trois hypothèses différentes ont été proposées pour essayer de donner une 
explication à l’origine du flagelle (cil) eucaryote.  
En 1981, Margulis a proposé la fusion d’un modèle de symbiose (spirochète) 
avec les cellules biologiques, cependant aucune preuve de comparaison génomique n’a 
été trouvée pour soutenir une ascendance spirochète du protéome ciliaire (Satir et al., 
2008). 
La deuxième hypothèse propose une origine endogène des flagelles (cils) 
(Carvalho-Santos et al., 2011 ; Satir and Christensen, 2007) . L’évolution d’une simple 
protrusion cellulaire sous-tendue par des microtubules et un système de moteurs 
associés (dynéines et kinésines). Ces protéines étaient primitivement utilisées pour 
ramper ou pour transmettre des nutriments. Ces types d’utilisation du flagelle sont 
observés chez de nombreux flagellés benthiques ainsi que chez certaines cellules 
Métazoaires (figure 9). L’acquisition de la mobilité propre du flagelle (par battement), 
et sa régulation par un complexe organisé autour d’une paire de microtubules située au 
centre de l’axonème semblent avoir apporté un grand avantage puisque cette acquisition 
ancestrale chez les eucaryotes s’est maintenue dans la très grande majorité des espèces 
flagellées actuelles. 
La 3ème hypothèse, relativement nouvelle, attribue un rôle de soutien au 
cytoplasme eucaryote. Dans cette hypothèse le cytoplasme est l’hôte d’un virus qui 
devient le centriole primitif (Satir et al., 2007) . 
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Figure 9 : Scénario de la formation du flagelle. A) la cellule eucaryote possède un 
cytosquelette composé de microtubules et d’actine qui ont convergé en une structure 
spécialisée et un système de moteurs associés. B) La formation d’une protrusion qui va 
devenir par la suite une structure spécialisée avec la composition de membrane 
spécifique maintenue par des barrières de diffusion. C) Un système d'IFT (IFT pour 
Intra-flagellar Transport) a été recruté pour assembler ces structures. D) Le faisceau de 
microtubules a évolué en un axonème, une structure spécialisée, capable de flexion due 
à la présence de moteurs moléculaires (Carvalho-Santos et al., 2011). 
[" &23452436%74%>C0J6CC6%%
Des analyses ultra-structurales ont permis de distinguer trois parties dans le 
flagelle du spermatozoïde humain :  
- La pièce intermédiaire qui comporte en plus de l’axonème  un ensemble de neuf 
faisceaux de fibres denses, chacun apparié à un doublet périphérique, le tout 
étant enchâssé dans une gaine de mitochondries fournissant l’énergie (sous 
forme d’ATP) aux moteurs de dynéines.  
-  La pièce principale est relativement longue, dans laquelle les mitochondries ont 
disparu et où les fibres denses sont en grande partie résorbées. L’axonème est 
alors entouré d’une gaine fibreuse organisée à partir de deux colonnes 
longitudinales appariées aux doublets 3 et 8.  
- La pièce terminale est située au niveau de l’extrémité distale du flagelle et ne 
contient que l’axonème (Inaba, 2003 ; Denise, 2003) (figure 10). 
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Figure 10 : Structure du flagelle d’un spermatozoïde humain. Coupes 
transversales et coupe longitudinale en microscopie électronique. Le flagelle se 
compose de trois parties : la pièce intermédiaire, contenant les mitochondries, la pièce 
principale et la pièce terminale. L’axonème, en position centrale, parcourt tout le 
flagelle. Des structures périaxonèmales sont observables : les fibres denses dans la pièce 
intermédiaire et principale, et la gaine fibreuse dans la pièce principale seulement. 
'( )8'>/=?:-&
Le flagelle se développe dès les phases précoces de la spermiogenèse. Sa 
formation commence par l’allongement de l’axonème à partir d’un des deux centrioles. 
L’axonème est la structure pivot du flagelle, c’est un complexe microtubulaire entouré 
de fibres denses externes (ODF) et de mitochondries (M) au niveau de la pièce 
intermédiaire, et d’une gaine fibreuse (FS) au niveau de la pièce principale (figure 10). 
L’axonème consiste en une paire centrale entourée de 9 doublets périphériques de 
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microtubules auxquels sont associées de nombreuses protéines (Ho and Suarez, 2001) 
comme la dynéine (protéines moteurs du mouvement), la tektine, ou la néxine (figure 
11).  
La composition moléculaire de l’axomème a surtout été étudiée dans le sperme 
(1) d’invertébrés marins tels que les oursins, les tuniciers et (2) les protistes tels que les 
Chlamydomonas, Tetrahymena, la paramécie et plus récement Trypanosoma et 
Leishmania (Gull, 1999). Le flagelle du Chlamydomonas a été un excellent modèle 
pour l’étude de la ciliogenèse et des composantes moléculaires de l’axonème. 
Des études sur des mutants de Chlamydomonas sont devenues la base de la 
connaissance de la composition moléculaire de l’axonème flagellaire, bien que les 
protéines dans la construction et la réglementation de chaque sous-structure diffèrent de 
celle dans le sperme des espèces de métazoaires (Inaba, 2007). 
 
Figure 11 : Structure de l’axonème du flagelle d’un spermatozoïde de mammifère.  
L’axonème est constitué d'un cercle de 9 doublets microtubulaires et d’une paire 
centrale composée de deux microtubules. Les microtubules de l’axonéme sont formés 
par association d'unités de tubuline α et β. Les différents doublets sont associés entre 
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eux par des ponts de nexine. Les microtubules A sont reliés à la gaine centrale  par des 
fibres rayonnantes. Les microtubules Α portent les bras de dynéine (Inaba, 2007).  
3. Les acteurs de la force motrice 
Au niveau du flagelle de spermatozoïde la force motrice provient du travail 
mécanique exercé par des moteurs moléculaires de la famille des dynéines qui se 
trouvent sur le tubule A des doublets périphériques de l’axonème. Cette activité motrice 
semble être régulée et coordonnée par des complexes associés à la paire centrale de 
microtubules et aux complexes des dynéines périphériques (figure 11). 
'( )-,&5@=A2=-,&'>/=A:'0-,&
En 1959, Gibbons a découvert les dynéines axonémales (Gibbons, 1996). Ce 
sont des ATPases de haut poids moléculaire 1-2 MDa, qui sont responsables du 
mouvement de l’axonème.  Chaque doublet de microtubule périphérique porte deux 
types de complexes de dynéines, nommés en fonction de leur position relative sur le 
microtubule A. 
 On distingue les bras de dynéines externes (ODA pour Outer Dynein Arm) 
situés du côté de la membrane plasmique et les bras de dynéines internes (IDA pour 
Inner Dynein Arm)  situés du côté des microtubules centraux (figure 12). Les bras 
externes et internes de dynéine sont des complexes multiprotéiques formés d'une 
vingtaine de  sous unités protéiques (Cosson, 1996 ; Inaba, 2003 ; Turner, 2006).  
Des études chez Chlamydomonas reinhardtii (Yamamoto et al., 2006 ; King et 
al.,2000), algue unicellaire biflagellée, et chez l’oursin ont permis de caractériser la 
structure des bras externes de dynéines axonémales. Elles sont composées de deux 
chaînes lourdes α et β (500 kDa) (trois pour Chlamydomonas reinhardtii), de deux à 
cinq chaînes intermédiaires (120-60 kDa) et de six chaînes légères (30-80 kDa) (dix 
pour Chlamydomonas Reinhardtii).  
Les bras de dynéines internes sont composés comme les bras externes de chaînes 
lourdes (deux à six selon les espèces), de chaînes intermédiaires (trois à cinq) et de 
chaînes légères (deux à huit) (Figure 12). Les anneaux de la tête de chaque chaine 
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lourde sont parallèles les uns aux autres et semblent changer de configuration lors de 
l’hydrolyse de l’ATP.  Les bras de dynéine externes sont disposés à des intervalles de 
24 nm sur chaque microtubule. Cet ancrage implique une structure appelée ODA-DC 
(pour outer dynein arm-docking complex). C’est un complexe composé par trois 
polypeptides DC1, DC2 et DC3. DC1 et DC2, qui servent probablement dans l’échelle  
des intervalles réguliers pour dynéines. En comparaison aux bras de dynéines externes, 
les bras de dynéines internes sont plus divergents entre différentes espèces.  
Le sperme des invertébrés marins a longtemps été étudié afin de déterminer la 
composition moléculaire de l’axonème du flagelle et les mécanismes de la motilité 
flagellaire. Il existe des différences entre le Chlamydomonas et le flagelle du 
spermatozoïde tels que les protéines associées aux ODA. Le flagelle de spermatozoïde 
contient une chaine intermédiaire unique (IC) contenant les domaines Thiorédoxine et 
NDK (TNDK-IC) alors que pour le Chlamydomonas ce même domaine se trouve au 
niveau des chaines légères LC3 et LC5 (Padma et al., 2001 ; Sadek et al.,2001). 
Chez les Tuniciers (Ciona i), les Salmonidés et les Mollusques les BDE 
contiennent deux ou trois autres chaines intermédiaires, ces IC ont récemment été 
identifiées comme étant des protéines à superhélice (coiled-coil proteins) présentant des 
similitudes avec une sous unité DC2  des ODA-DC chez le Chlamydomonas.  
Dans les spermatozoïdes de Ciona une protéine de 66 kDa a été localisée au 
niveau des bras de dynéine externe  et montre une homologie avec DC2. Une autre 
protéine appelée Ap58 semble être impliquée dans l’ancrage des bras de dynéine 
externe au  niveau des microtubules de l’axonème chez les spermatozoïdes d’oursin de 
mer. En outre, aucune protéine de liaison au Ca2+ n’a été retrouvée  dans les bras de 
dynéines externes chez les métazoaires alors que chez le Chlamydomonas il existe des 
protéines de liaison au Ca2+ au niveau des chaines légères LC4 et LC3. Une protéine 
appelée calaxine  présentant une homologie de séquence avec le capteur neuronal au 
Ca2+ (NCS pour Neuronal Ca2+ sensor) a été identifiée au niveau des ODA chez Ciona.  
Des études effectuées par Mizuno et collègues (Mizuno K et al.,2009) ont 
montré que la calaxine interagit directement avec la dynéine  et qu’elle est impliquée 
/%'*)!010,12.&-3415')!!!!!!
!
 
 19 
dans la régulation des ondes flagellaires et dans le chimiotactisme lors de la 
fécondation. 
 
Les chaines lourdes (HC ou DHC pour Dynein Heavy Chain) sont responsables 
de l’activité motrice des dynéines (Mazumdar  et al.,,1996). La structure des DHCs est 
assez conservée. Chaque molécule de DHC dispose d’une partie C-terminale qui est 
formée par trois éléments : 
- Une tête globulaire motrice d’environ 350 KDa, elle présente dans sa région 
centrale 6 domaines ATPasiques nommés AAA1-6 (ATPase Associated with 
cellular Activities) contenant chacun un motif P-loop. Le 1er domaine AAA1 est 
le seul qui permet l’hydrolyse de l’ATP (Kon et al., 2004) (Figure 13). 
- Deux hélices qui permettent la flexion et la mobilité de la dynéine. 
- Une petite unité globulaire de liaison aux microtubules B. 
Figure 12 : Représentation schématique  des 
bras internes et externes de dynéines chez 
Chlamydomonas reinhardtii. A) Les bras de 
dynéines externes sont composés par trois chaines 
lourdes (HC ; α, β, γ; ≅ 500 KDa), deux chaines 
intermédiaires (IC1, IC2 ; 78 et 69 KDa) et dix 
chaines légères (LC1-LC10 ; 22-8 KDa). B) Il 
existe au moins 7 sous-espèces de BDI. Les bras 
de dynéines internes sont composés par deux 
chaines lourdes (HCα et HCβ), trois chaines 
intermédiares (IC140, IC138 et IC97) et par cinq 
chaines légères (Tctex1, Tctex2b, LC7a, LC7b et 
LC8). La FAP (Flagellar Associeted Protein) est 
une protéine associée à cette sous-espèce de 
dynéine (King et al.,2000). 
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La partie N-terminale des chaines lourdes forme la queue de la molécule et elle 
est impliquée dans l’homodimérisation de la DHC et dans l’interaction avec d’autres 
sous-unités de la dynéine (Habura  et al., 1999 ; Tynan et al., 2000).  
Les chaines intermédiaires (IC ou DIC pour Dynein Intermediate Chain) ont été 
localisées par microscopie électronique à la base du complexe moteur (Steffen et 
al.,1996). Au niveau du domaine N-terminale de la DHC se situe le site d’interaction de 
la DIC. Les DICs sont supposées permettre l’adressage du complexe moteur vers les 
organites à transporter (Vallee and Sheetz, 1996). 
Les chaines légères (LC : Light Chain) se situent à la base du complexe moteur 
et semblent interagir directement avec les DICs (King et al., 2002 ; Makokha et al., 
2002). Le rôle principal des LC est la régulation de l’activité de la dynéine par des 
interactions avec des protéines régulatrices dépendantes du calcium comme la 
calmoduline.  
Des études ont révélé que certaines LCs telles que la LC8, identifiées dans une 
dynéine flagellaire de Chlamydononas (King and Patel-King, 1995), participent aux 
mécanismes généraux de régulation de différentes catégories d’enzymes. 
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4( )'&*'29-&6-=;9'0-&5-&:269/;<4<0-&
Les ensembles protéiques qui  sont associés à la paire centrale et la nature 
biochimique et structurale des deux microtubules font de ce complexe la structure 
asymétrique de l’axonème. Chez C. reinhardtii, le microtubule C1 porte deux 
projections longues et deux autres courtes, et le microtubule C2 présente lui trois 
projections (figure 14).  
Ces décorations de la paire centrale sont constituées d’au moins 23 protéines, 
identifiées chez Chlamydomonas (Dutcher et al., 1984). Les mutations de plusieurs 
d’entre elles provoquent une paralysie sévère des cellules, via la déstabilisation des 
Figure 13 : Organisation de la dynéine 
axonémale A) Représentation schématique d’un 
bras de dynéine axonémal constitué de deux 
chaînes lourdes. La partie C-terminale de chaque 
chaîne lourde est constituée d’une tête globulaire 
contenant les sites ATPasiques, et d’une petite 
unité globulaire de liaison aux microtubules 
Β (ΜT-binding). La base de la dynéine se 
compose de la partie N-terminale des chaînes 
lourdes, des chaînes intermédiaires qui 
augmentent l’interaction entre la dynéine et le 
microtubule Α des chaînes légères. Les chaînes 
légères permettent l’ancrage du bras de dynéine au 
microtubule A et la régulation de l’activité de la 
dynéine. B) Représentation schématique de 
l’organisation d’une chaine lourde. La tête 
globulaire se compose de six domaines AAA 
(ATPase Associated with cellular Activities), dont 
le domaine catalytique de l’ATP est le domaine 
AAA1 (King, 2000).  
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décorations ou des microtubules C1 et C2. Ces protéines du complexe de la paire 
centrale sont conservées depuis les protistes flagellés jusqu’aux mammifères. 
Le modèle actuellement admis pour expliquer le battement coordonné efficace 
des flagelles de type 9+2 est le suivant : par défaut, l’activité des dynéines liées aux 
microtubules A des doublets périphériques est inhibée par un ensemble de protéines 
constituant le complexe régulateur des dynéines.  
Le complexe de la paire centrale, distribue par l’intermédiaire des rayons des 
signaux qui lèvent l’inhibition sur les dynéines, et déclenche ainsi séquentiellement 
l’activité motrice dans la circonférence et dans la longueur du flagelle. Chez 
Chlamydomonas, la paramécie ou encore dans le flagelle du spermatozoïde d’oursin il a 
été montré que la paire centrale tourne dans l’axonème, ce qui explique très 
certainement l’activation séquentielle des bras de dynéines. 
      
6( )-,&*/=;,&9'52'29-,&
Les ponts radiaires (PR) sont des projections issues des doublets périphériques 
qui viennent en contact des décorations de la paire centrale (figures 2 et 8). 
L’importance de ces éléments pour la motilité des cils et des flagelles a été montrée 
grâce à l’analyse de patients humains présentant une atteinte ciliaire (Witman et al., 
1978) et chez Chlamydomonas dans des mutants qui ont perdu la totalité du complexe 
formant ces ponts (Patel-King et al., 2004). 
Figure 14 : La structure de la 
paire centrale de microtubule 
chez Chlamydomonas reinhardtii  
Les structures associées au 
microtubules C1 et C2 sont 
clairement asymétrique (Yokoyama 
et al., 2004). 
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 Ils se répartissent longitudinalement dans l’axonème par paires espacées de 96 
nm.  Chez Chlamydomonas, il a été montré que les ponts radiaires sont composés d’au 
moins 23 protéines (RSP1 à RSP23) (Gaillard et al., 2001). La protéine RSP3 (radial 
spoke protein 3) est un composant central de ces structures étant donné que l’expression 
d’une forme tronquée de cette protéine empêche l’assemblage des PR. RSP3 est une « 
AKAP », pour A-kinase anchor protein. Elle est localisée dans les PR à la jonction avec 
les doublets périphériques et à proximité des bras de dynéines internes, une position lui 
permettant de participer via l’action de la PKA (Protéine Kinase A) à la régulation de 
l’activité des bras de dynéines moteurs (Gaillard et al., 2001)  
L’analyse protéomique des ponts radiaires chez Ciona a permis d’identifier 
plusieurs éléments similaires à ceux observés chez Chlamydomonas tels que LRR37 
(LRR pour Leucine-Rich Repeat), RS3, RSP4, RSP9, MORN40 (MORN pour 
Membrane Occupation and Recognition Nexus) et ARM37 (Armadillo Repeat Protein).  
Deux protéines sont particulièrement présentes dans le flagelle des 
spermatozoïdes : une est nommée CMUB116 et contient trois motifs IQ et un domaine 
ubiquitine et l’autre est NDK/DPY26 et contient à la fois un domaine NDK et un 
domaine DPY-30. Aucun homologue de ces protéines trouvées chez Ciona n’est présent 
dans le génome du Chlamydomonas. 
 Si nous considérons que les bras de dynéines externes ainsi que les ponts 
radiaires sont nécessaires pour la mobilité axonémale il semble plus important d’un 
point de vue évolutif de conserver les domaines au sein des sous structures plutôt que de 
persister dans l’évolution moléculaire des orthologues. Ce phénomène appelé module de 
conservation-dominante (module-dominant conservation) explique que la conservation 
des domaines protéiques semble prendre le pas sur celle des protéines entières, ce qui 
peut finalement aboutir à la conservation morphologique et fonctionnelle des axonèmes 
à travers l’évolution.  
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Les liens de nexines sont présents en tant que structure conjonctive entre chaque 
doublet de microtubules. Ces liens contribuent à la résistance élastique responsable des 
glissements microtubulaires et de la flexion axonémale.  
-( )-,&6/:*0->-,&9A1<0';-<9,&5-,&5@=A2=-,&
Si toutes les dynéines axonémales étaient actives simultanément, aucun 
mouvement régulier et efficace ne pourrait être généré. Il existe des complexes 
protéiques localisés au niveau de la paire centrale de microtubules et des doublets 
périphériques, qui sont responsables de la régulation de l’activité des dynéines. 
Le complexe de régulation des dynéines (DRC) est un complexe que l’on peut 
observer au niveau de la jonction entre les ponts radiaires (RS) et les bras de dynéines 
internes. Ce complexe DRC est considéré à la fois comme un complexe de fixation des 
bras de dynéines internes et la connexion entre les bras de dynéines internes, externes et 
les ponts radiaires. 
Le complexe régulateur qui contrôle l’activité des dynéines a au moins deux 
niveaux. Un premier ensemble de protéines constitue le cœur d’un complexe régulateur 
des dynéines à la base des ponts radiaires, en contact du bras interne de dynéine (figure 
8), et un second groupe comporte des protéines directement constitutives des bras de 
dynéines internes et externes. La trypanine, protéine décrite chez T. brucei, joue un rôle 
central dans l’assemblage des 7 protéines recensées jusqu’à présent dans le complexe 
régulateur des dynéines. Il est intéressant de remarquer qu’elle est conservée, non 
seulement dans toutes les espèces possédant des flagelles mobiles, mais qu’elle est aussi 
exprimée dans des types cellulaires non flagellés où elle aurait un rôle dans l’arrêt du 
cycle cellulaire selon un mécanisme encore non-élucidé (Hutchings et al., 2002; Rupp 
and Porter, 2003).  
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4. Les structures extra-axonémales 
'( )-,&7249-,&5-=,-,&->;-9=-,&BCDE&*/<9&C<;-9&D-=,-&
E249-F&
Au niveau de la pièce intermédiaire et de la pièce principale, les neuf fibres 
denses de longueurs variables entourent l’axonème. Les fibres denses apparaissent en 
cours de spermiogenèse, comme des prolongements des colonnes segmentées présentes 
au niveau du cou, structure cytosquelettique retrouvée juste sous le noyau (Clermont et 
al., 1995). Elles sont composées de 14 polypeptides, de protéines de filaments 
intermédiaires, de protéines riches en cystéine ou en prolines.  
Différentes équipes ont émis l’hypothèse selon laquelle ces fibres joueraient un 
rôle de maintien et d’élasticité du flagelle (Oko, 1988; Shao et al., 1997). Le 
développement des fibres denses a été bien étudié chez les spermatides de rat (Gaillard 
et al., 2001) par EM et autoradiographie. Son processus de développement peut être 
divisé en trois phases.  
Dans la première phase, neuf fibres très fines se développent en association avec 
les doublets de microtubules le long de la portion la plus proximale de l’axonème et 
augmentent progressivement en longueur dans une direction proximale à distale. Dans 
la deuxième phase les fibres augmentent soudainement de diamètre en raison du dépôt 
de matériels denses le long des ébauches des ODFs. Dans la dernière phase les fibres 
continuent leur maturation très lentement.  
4( &)'&1'2=-&5-&:2;/6+/=592-,&
Au niveau de la pièce intermédiaire les mitochondries spermatiques sont 
disposées en spirale régulière et constituent le générateur énergétique (ATP) du 
spermatozoïde. La gaine de mitochondrie va produire, grâce au processus de 
phosphorylation oxydative, une partie de l’énergie nécessaire à la mobilité spermatique. 
La formation de la gaine de mitochondrie commence à la fin de la spermiogenèse. 
 À ce jour, plusieurs modèles ont été proposés pour montrer ce processus de 
développement, parmi lesquels une étude a été faite par Ho et coll en 2007 chez la 
/%'*)!010,12.&-3415')!!!!!!
!
 
 26 
souris (Ho and Wey, 2007). Au stade 1, les  mitochondries sont alignées et attachées sur 
les fibres denses externes autour de la pièce intermédiaire, formant quatre matrices 
dextres hélicoïdales. Durant ce stade les mitochondries possèdent une forme de sphère, 
une élongation dans le stade suivant va permettre aux mitochondries d’acquérir une 
forme de croissant. Par la suite ces dernières continuent à s'allonger et à tituber dans un 
modèle spécifique, qui transforme la gaine de mitochondrie en une structure hélicoïdale 
(Phillips, 1977).  
6( )'&1'2=-&7249-<,-&5-&0'&*2?6-&*92=62*'0-&
La gaine fibreuse est une structure qui entoure l’axonème et les fibres denses 
ODF au niveau de la pièce principale du flagelle. Elle se compose de deux colonnes 
longitudinales reliées entre elles par des stries de fibres (figure 15). Mis à part son rôle 
mécanique procurant une rigidité élastique ou structural déterminant l'amplitude et la 
fréquence du mouvement du flagelle, la gaine fibreuse agit également comme 
plateforme pour déclencher une cascade d'évènements de signalisation (Miki et al., 
2002) ou comme source d'enzymes glycolytiques (Mori et al.,1992 ; Welch et al.,1995). 
Ainsi, en plus d'un rôle purement structural, la gaine fibreuse semble jouer un rôle 
important dans la motilité du spermatozoïde (Eddy et al., 2003). Récemment, des 
protéines ont été identifiées comme étant  présentes au niveau de la gaine fibreuse. Elles 
ont été réparties en deux groupes: Les protéines AKAP (cAMP Kinase Anchoring 
Protein), font partie d’une famille de protéines d’ancrage, et les enzymes de la 
glycolyse. AKAP4 est un constituant majeur dans les voies de signalisation qui régulent 
la motilité des spermatozoïdes. Les souris déficientes en AKAP4 ont des 
spermatozoïdes qui présentent  un défaut de la  mobilité spermatique. Au niveau 
morphologique, la gaine fibreuse est déstabilisée et le flagelle raccourci (Miki et al., 
2002). Les enzymes de la glycolyse, notamment la lactate déshydrogénase (Burgos et 
al., 1995), l'hexokinase de type 1 (Mori et al., 1998) et la Glycéraldéhyde 3-phosphate 
déshydrogénase (GAPDS) sont responsables de la majeure partie de la production de 
l'ATP, le reste étant assuré par les mitochondries présentes dans la pièce intermédiaire.  
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Figure 15 : Représentation schématique de la gaine fibreuse. La gaine fibreuse se 
compose de deux colonnes longitudinales reliées entre elles par des stries de fibre au 
niveau des doublets microtubules 3 et 8 de l’axonème (Eddy, 2007). 
5( )8'==<0<,&
Au niveau de la jonction entre la pièce intermédiaire et la pièce principale du 
spermatozoïde de mammifère se trouve l’annulus, une structure en anneau, solidement 
fixée à la membrane flagellaire. L’annulus  a été identifié il y a 100 ans et anciennement 
appelé « l’annulus de Jensen ». A faible grossissement, il apparait dense et homogène 
mais à fort grossissement il apparait comme étant composé de sous unités serrées 
(Fawcett, 1970). 
Des observations par microscopie électronique ont décrit l’apparition de 
l'annulus dès les premiers stades du développement du flagelle du spermatozoïde 
(Cesario and Bartles, 1994). L'annulus est déjà formé lorsque l'axonème commence à 
s'étendre à partir du spermatozoïde. Il est initialement situé à la base du flagelle. Durant  
l’élongation de ce dernier l’annulus migre le long de l'axonème vers sa position finale 
au niveau de la jonction Pièce Intermédiaire (PI)- Pièce Principale (PP) (Figure 16). 
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Deux hypothèses ont longtemps été proposées concernant la fonction de 
l’annulus :  
Il pourrait être impliqué dans l’organisation et la croissance du flagelle et de 
l’alignement des mitochondries le long de l’axonème (Ihara et al., 2005) ou bien comme 
une barrière de diffusion (Kissel et al., 2005). 
Des preuves ont été récemment apportées à ces hypothèses à partir des analyses 
faites sur les deux protéines SEPT4 (septin4) et TAT1 (Testis Anion Transporter 1 ; 
SLC26A8). En effet, l’invalidation du gène Sept4 a été associée à l'absence de l’annulus 
donnant comme résultat la disjonction entre la PI et la PP. On observe également une 
variabilité de la taille de la PI qui cause à son tour une distribution hétérogène des 
mitochondries (Ihara et al., 2005; Kissel et al., 2005).  
La protéine TAT1 est un transporteur d’anions exclusivement exprimé dans le 
testicule adulte humain au niveau de la membrane plasmique des cellules germinales. 
En 2007 Touré et coll. ont observé chez la souris Tat1-/- des défauts majeurs de la 
structure du flagelle des spermatozoïdes associés à une absence de mobilité 
(asthénozoospermie) (Touré et al., 2001 ; Touré et al., 2007). Il a aussi été récemment 
montré que l'annulus du spermatozoïde, pourrait fonctionner comme une barrière de 
diffusion. Telle est la conclusion d'une analyse de la localisation de la Basigin (BSG) 
dans le modèle de souris invalidé pour Sept4. La BSG est une protéine qui diffuse sur 
toute la surface de la cellule et son emplacement change  en fonction de l’état de 
maturation des spermatozoïdes. Ainsi, basigin est limitée à la pièce principale quand les 
spermatozoïdes se trouvent au niveau des testicules. Cette protéine se déplace vers  la 
pièce intermédiaire au cours du transit des spermatozoïdes dans l'épididyme, et 
finalement lors de la capacitation ; la BSG se localise à côté de la tête du spermatozoïde. 
Les spermatozoïdes de souris Sept4-/- montrent une répartition anormale de la BSG sur 
la totalité de la membrane plasmique  du spermatozoïde, y compris la tête (Kwitny et 
al., 2010). Le manque de confinement spécifique de basigin en l'absence de l'annulus 
montre clairement que chez les spermatozoïdes normaux cette structure agit comme une 
barrière à la diffusion, empêchant la BSG de diffuser librement à travers la membrane 
plasmique des spermatozoïdes. 
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Figure 16 : L'annulus en phase terminale de différenciation. Coupe longitudinale en 
microscopie électronique de l’annulus. L'annulus (An) est une structure dense située au 
niveau de la jonction PI et PP des spermatozoïdes matures. Chez la souris, il est 
triangulaire et se trouve sous le dernier tour de l'hélice mitochondriale et la membrane 
plasmique (AC) acrosome ; (M) mitochondrie ; (N) noyau ; (AN) annulus ; (Ax) 
axonème  (adapté de touré et al., 2011). 
5. Moteurs moléculaires du transport intraflagellaire. 
Chez les mammifères le flagelle et les cils contiennent la même unité de base qui 
est l’axonème. Ces deux structures assument plusieurs fonctions, il est naturel d’y 
trouver un nombre considérable de protéines. Les analyses protéomiques de flagelles 
isolés de l’algue verte C. reinhardtii ont révélé que cet organite contient plus de 600 
protéines. L’absence de machinerie de synthèse protéique au niveau des cils et des 
flagelles signifie que les protéines flagellaires doivent être traduites dans le cytoplasme 
puis transportées dans le flagelle en croissance. C’est en 1993 que l’équipe de 
Kozminski a découvert pour la première fois le  transport intraflagellaire et ce, en 
observant un mouvement bidirectionnel de particules le long des flagelles de C. 
reinhardtii (Kozminski et al., 1995). 
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Initialement observées chez C. reinhardtii en microscopie électronique comme 
étant des radeaux flottant entre la membrane et l’axonème, les particules IFT 
antérogrades et rétrogrades ont rapidement été distinguées, grâce à leur vitesse de 
déplacement (environ 2 µm.s-1 et 3 µm.s-1, respectivement) et leur taille (120 nm et 60 
nm de diamètre, respectivement).  
En 1998 Cole et coll. ont également présenté la purification de la matrice 
flagellaire de C. reinhardtii et ils ont analysé son contenu par électrophorèse sur gel à 2 
dimensions (Cole et al., 1998). Cette étude a permis l’identification d’un complexe de 
15 sous-unités qui se dissocie facilement en deux sous-ensembles IFT-A et IFT-B. Ces 
deux complexes co-immuno-précipitent dans des extraits flagellaires, ce qui suggère 
qu’ils sont associés lors du transport intraflagellaire. On peut se demander si l’existence 
des 2 complexes apparemment distincts biochimiquement représente une réalité 
fonctionnelle dans le système d’IFT (Hou et al.,2007 ; Rosenbaum and Witman, 2002 ; 
Pazour et al., 2005). 
L’analyse fonctionnelle des particules de l’IFT a révélé que ces deux complexes 
ne représentent pas seulement des entités distinctes biochimiquement mais aussi 
fonctionnellement. L’analyse de mutants du transport rétrograde montre l’accumulation 
de protéines du complexe B et une importante déplétion des protéines du complexe A. 
En outre, la localisation de certaines protéines dans la région des corps basaux montre 
que les protéines ne co-localisent que très partiellement, ce qui suggère que les 
complexes A et B ne sont pas toujours physiquement liés.  
Un ensemble de données a permis de proposer le schéma suivant : les protéines 
du complexe B sont requises pour l’entrée des particules IFT dans le compartiment 
flagellaire et pour leur transport vers l’extrémité distale, et sont donc impliquées dans le 
transport antérograde ; les protéines du complexe A favorisent la suppression ou le 
recyclage des particules IFT et de leur chargement, et sont donc impliquées dans le 
transport rétrograde. 
/%'*)!010,12.&-3415')!!!!!!
!
 
 31 
Le complexe IFT contient au moins 20 protéines qui interagissent non seulement 
les unes avec les autres mais aussi avec les protéines motrices. Ces protéines doivent 
pour cela présenter un nombre important de régions capables de former des interactions 
protéines-protéines. Des analyses bioinformatiques de séquences de protéines IFT ont 
permis l’identification d’un certain nombre de motifs bien connu tel que WD-40 ou le 
coiled coil domain. 
6. Le cil et le flagelle 
Le cil et le flagelle sont deux structures apparentées, hautement conservées qui 
forment des extensions cellulaires et qui exercent des fonctions sensorielles et motrices. 
Ils sont présents dans la plupart des organismes uni ou pluri-cellulaires puisqu’on les 
retrouve depuis l’algue verte Chlamydomonas jusque chez l’Homme. Les cils forment à 
la surface des cellules qui les portent des extensions cellulaires pouvant mesurer jusqu’à 
10 µm de long pour un diamètre de 250 nm.  
 Leur structure est caractérisée par un squelette de microtubules ordonné appelé 
axonème. D’après leur organisation axonémale, on distingue deux types de cils : les cils 
motiles et les cils primaires.  
Les cils motiles sont caractérisés par une structure axonémale de type (9+2) 
(Figure 17A) ce qui signifie qu’ils ont 9 doublets  parallèles de microtubules agencés 
radialement autour d’une paire centrale de microtubules, alors que les cils primaires 
sont des cils de type (9+0)  (Figure 17B) caractérisés par l’absence de la paire centrale 
de microtubule. Conformément à leur caractère non motile, les structures associées 
(ODAs, IDAs, ponts radiaires et nexines) sont absentes. Les cils primaires sont 
impliqués dans des fonctions sensorielles, dans l’organisation et le développement des 
tissus et organes, et dans la régulation de la prolifération (Pazour and Witman, 2003). 
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Figure 17 : Coupe transversale en microscopie électronique. A) Cil mobile de 
l’épithélium respiratoire humain de type (9+2). B) Cil sensoriel de type (9+0). 
Tous les types de cils sont composés de microtubules axonémaux qui sont des 
extensions des microtubules du corps basal.  
Le corps basal est composé d’un centriole  constitué de neuf triplets de 
microtubules assemblés en forme de tonneau. Chaque triplet comprend un microtubule 
complet formé de 13 protofilaments, le microtubule A, fusionné à un microtubule B 
incomplet (11 protofilaments) qui est lui-même fusionné au troisième microtubule (C), 
lui aussi incomplet (11 protofilaments). Cette structure est retrouvée chez la grande 
majorité des espèces à l’exception de C. elegans qui possède des microtubules simples à 
la place des triplets. 
 Le niveau où le microtubule C s’arrête correspond au début de la zone de 
transition. Cette zone s’étend jusqu’à la plaque basale, structure sur laquelle est nucléée 
la paire centrale de MTs. La zone de transition est une région complexe (figure 18) 
composée de fibres de transition qui aident à délimiter les territoires cytoplasmiques et 
flagellaires, et à contrôler les échanges entre ces deux compartiments.  
La zone de transition comporte 9 triplets à son extrémité proximale et 9 doublets 
à son extrémité distale, et est dépourvue de microtubules centraux (Fisch and Dupuis-
Williams, 2011). 
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Figure 19 : Le schéma illustre une vue longitudinale de la continuité structurale entre le 
corps basal (bb), la zone de transition (tz), la zone des doublets (dz) et la zone des 
singlets (sz) de l’axonème. La vue transversale montre un schéma simplifié d’un 
axonème 9+2 typique des cils motiles avec la paire centrale et les structures 
 
Figure 18 : Illustration de la zone 
de transition. A)  Photo et schéma 
en vue longitudinale d’un flagelle 
mobile de Chlamydomonas 
reinhardtii. Le corps basal (bb) se 
termine avec la fin du tubule C. 
Dans les cils motiles la plaque 
basale (F) indique le début du cil 
(ci).% , la plaque basale est encadrée 
de deux réseaux étoilés (B et C). 
(Fisch and Dupuis-Williams, 2011) 
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caractéristiques de la motilité (pont radiaire (rs), bras de dynéine interne (IDA), bras de 
dyneine externe (ODA) et complexe nexine/DRC. Le panneau de droite montre des 
vues transversales d’un cil motile de Paramecium tetraurelia avec en (F) la zone de 
transition avant la nucléation du deuxième MT de la paire centrale, (G) l’arrangement 
9+2, (H) la transition à la zone des singlets, (I) la zone des singlets et (J) l’arrêt 
progressif des singlets. (Fisch and Dupuis-Williams, 2011) 
Sur un plan ultrastructural, on peut distinguer plusieurs sous-régions selon l’axe 
longitudinal du cil, notamment, de l’extrémité proximale à l’extrémité distale : la zone 
de transition qui relie le cil au corps basal, suivie de la zone des doublets de MTs 
caractérisée par les complexes protéiques associés à la motilité et la zone de singlets de 
MTs, qui inclut les structures de l’extrémité ciliaire (figure 19).  
La zone de doublets contient la majorité des structures responsables de la 
motilité. Les MTs de la paire centrale sont associés à la gaine centrale et aux MTs 
externes par  des complexes protéiques. Les doublets externes voisins sont connectés 
via les liens de nexines. 
7. Les ciliopathies  
Depuis des siècles des défauts viscéraux ont été décrits mais ils n’ont jusqu’à 
récemment jamais été associés à un dysfonctionnement ciliaire. Avec le chevauchement 
des cas cliniques comme les infections respiratoires, les situs inversus, et les troubles de 
stérilité, les scientifiques ont réalisé la contribution importante du dysfonctionnement  
ciliaire dans les maladies génétiques humaines. 
Des analyses sur des génomes de différents organismes pourvus, ou dépourvus 
de structures ciliaires ou flagellaires ont ainsi permis d'identifier plus de 600 gènes 
susceptibles de coder pour des constituants des cils et des flagelles. Des analyses plus 
directes de protéomique réalisées sur des flagelles purifiés 
de Chlamydomonas indiquent qu’au moins 652 protéines constituent ce seul organite 
(Fisch and Dupuis-Williams, 2011). 
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Le cil est en effet un organe  impliqué dans de nombreux processus 
pathologiques. 
L’étude complète du génome humain, et les nouveaux moyens de dosage (comme  la 
spectrographie de masse) ont permis de mettre en évidence l’implication des cils dans 
certaines maladies complexes.  
Le cil se comporte comme une sorte d’antenne qui émerge de la cellule. Il 
apporte des informations comme une sonde du milieu extracellulaire. Un large éventail 
de signaux peut être reçu par des récepteurs spécifiques présents dans ce cil 
correspondant à la lumière (photosensibilité), au déplacement (mécanosensibilité), à 
la température (thermo-sensibilité), aux odeurs (olfactosensibilité) ainsi qu’à la pression 
osmotique et aux signaux hormonaux. Toutes ces propriétés expliquent que des 
anomalies constitutives et/ou de fonctionnement des cils peuvent conduire à des 
maladies très diverses, appelées ciliopathies.  
Les ciliopathies se présentent donc comme un groupe hétérogène de maladies 
qui sont causées par des mutations dans les gènes impliqués dans la genèse et le 
fonctionnement des cils. Ainsi les ciliopathies comprennent des maladies qui touchent 
aussi bien le rein (maladie polykystique), l’oeil, le cerveau, le foie et le cœur ou qui 
peuvent provoquer une obésité importante et ou un diabète. Chez les mammifères, il y a 
de nombreuses cellules monociliées ou multiciliées qui sont présentes dans tout 
l’organisme. Nous ne connaissons pas encore toutes les fonctions que ces petits 
organites assurent au sein de notre organisme.  
L’identification des gènes impliqués dans les ciliopathies humaines, ainsi que 
l’analyse de mutants dans différents modèles nous apporte  bon nombre de réponses et 
peuvent nous orienter vers des gènes qui peuvent êtres impliqués dans des mécanismes 
ciliaires et flagellaires. 
'( )-&,@=59/:-&5-&D@,K2=A,2-&%202'29-&G92:2;2L-&BD%GF&3&
La dyskinésie ciliaire primitive (DCP) est une maladie génétique rare qui 
regroupe un ensemble de pathologies respiratoires liées à une anomalie constitutionnelle 
des cils. Les patients atteints de DCP présentent des infections pulmonaires, une 
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hydrocéphalie, des otites chroniques et des sinusites, qui sont dues à des défauts 
d’évacuation de mucus des voies respiratoires, puisque le battement ciliaire est 
indispensable à l’épuration mucociliaire. Dans la moitié des cas un situs inversus est 
trouvé,  on parle alors de syndrome de Kartagener. 
Les DCP ont été décrites comme pouvant être associées à une infertilité 
masculine. Les spermatozoïdes des patients ayant une DCP sont souvent immobiles et 
présentent une morphologie normale en microscopie optique. En microscopie 
électronique, diverses anomalies structurales ont été observées pour ces spermatozoïdes 
telles que l’absence : de bras de dynéine, des microtubules centraux ou de l'axonème. 
Tous ces phénotypes ont souvent une incidence familiale et géographique, ce qui 
suggère une origine génétique. 
Plusieurs gènes qui codent pour des protéines de l’axonème ont été identifiés 
chez les patients ayant une DCP. On peut citer les gènes qui codent pour des dynéines à 
chaine lourdes qui se trouvent au niveau du ODA tels que DNAH5 (Olbrich et al., 2002) 
et DNAH11 (Bartoloni et al., 2002), il y a aussi des gènes qui codent pour des dynéines 
à chaine intermédiaires tel que DNAI1 (Pennarun et al., 1999) et DNAI2 (Loges. et al., 
2008). DNAL1 un autre  gènes qui fait partie des dynéine à chaine légère a  été décrit 
plus récemment (Mazor et al., 2011). 
Récemment, trois gènes ont été liés a une DCP chez l’humain (LRRC50, 
CCDC39 et CCDC40) (Loges et al., 2009; Merveille et al., 2011; Becker-Heck et al., 
2011). Ces produits géniques semblent être impliqués dans l'assemblage ou la régulation 
de bras dynéines (Figure 20). 
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4( )-,&*/0@K@,;/,-,&9A='0-,&BG$DF&3&
Les patients atteints de polykystoses rénales souffrent d’insuffisance rénale 
sévère. Deux formes de cette maladie existent, la forme autosomique dominante 
(ADPKD) et la forme autosomique récessive (ARPKD).  
L’analyse du génome de certains patients atteints de la forme ARPKD révèle la 
présence de mutations dans le gène PKHD1 qui code la polyductine (ou fibrocystine) 
protéine localisée dans les cils primaires des cellules rénales. Il a été suggéré que cette 
protéine serait un récepteur affectant la différenciation des cellules des canaux 
collecteurs.
Pour la forme dominante ADPKD, des mutations ont été retrouvées dans deux 
gènes PKD1 et PKD2. Les mutations dans PKD1 représentent environ 85% des 
cas et entrainent une manifestation plus sévère que celle engendrée par la présence de 
mutations PKD2. 
Figure 20 : Observation en Microscope 
électronique de coupes transversales de 
cils respiratoires de patients  (DCP) 
présentant des défauts au niveau de 
dynéine A) Absence, des bras de dynéines 
externes (flèche) est observée sur tous les 
doublets périphériques (Pennarun et al., 
1999). B) Absence ODA est observé sur 
tous les doublets périphériques de cils de 
patient qui présente une mutation au niveau 
du gène DNAH5 (Olbrich et al., 2002). C) 
Observation en microscopie électronique 
des cils respiratoires d'un individu (PCD) 
qui est homozygote pour une mutation au 
niveau du gène CCDC39. On peut voir 
l'absence IDA dans toutes les coupes 
ciliaires, associée à une série d'autres, 
défauts hétérogènes: l'absence isolée des 
neuf bras de dynéine internes la 
désorganisation axonémale associée soit à 
un déplacement de la paire centrale, soit à 
une absence de la paire centrale  ou à la 
présence de paires centrales surnuméraires 
(Merveille et al, 2011). 
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 Les produits de ces deux gènes sont la polycystine 1 et 2, qui sont des protéines 
transmembranaires qui interagissent afin de former un canal calcique dans les cils 
primaires des cellules épithéliales rénales (Harris and Rossetti, 2010). 
6( &)-&,@=59/:-&5-&M'95-;JM2-50&3&
Le syndrome de Bardet-Biedl (BBS) est une maladie génétique humaine  
caractérisée par un ensemble de signes cliniques incluant notamment une 
dégénérescence rétinienne, une obésité, une polydactylie, une néphropathie et un retard 
mental. Au moins 12 gènes (BBS1 à BBS12) ont été incriminés dans cette affection. Ils 
codent pour des protéines impliquées dans le développement et la fonction des cils 
primitifs. Un défaut au niveau de ces protéines entraîne une atteinte des cils de certains 
organes comme le rein ou l’œil. Des études récentes indiquent que des défauts dans le 
trafic moléculaire dans la membrane des cils sont impliqués dans ce syndrome. La 
majorité des protéines BBS montre une localisation ciliaire ou participent à l’IFT. 
En 2010, l’équipe de Seo  a montré qu’un nouveau complexe, composé de trois 
protéines BBS (BBS6, BBS10 et BBS12) dites « chaperonin-like » et de la chaperonine 
de la famille CCT/TriC, sert d’intermédiaire à l’assemblage du BBSome, lequel 
transporte des vésicules ou protéines vers les cils. De nombreuses mutations trouvées 
dans BBS6, BBS10 et BBS12 perturbent les interactions entre les protéines du BBS et les 
CCT chaperonines (Seo et al., 2010). 
5( )-,&=A*+9/=/*+;2,-,&BNGOGF&3&
La néphronophtise est une néphropathie (NPHP) tubulointerstitielle chronique 
évoluant vers l'insuffisance rénale terminale, qui se transmet selon le mode autosomique 
récessif. Elle constitue la cause la plus fréquente d’insuffisance rénale durant les 3 
premières décades de la vie. Trois formes cliniques principales ont été décrites : la 
néphronophtise infantile qui évolue vers l'insuffisance rénale terminale avant l'âge de 
cinq ans, la néphronophtise juvénile qui évolue vers l'insuffisance rénale terminale 
avant l'âge de 15 ans et la néphronophtise tardive qui est une forme plus rare. En 2005, 
cinq gènes (NPHP1-5) ont été identifiés comme étant liés aux néphronophtises. Tous 
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ces gènes s’expriment au niveau du cil primaire, du corps basal et du centrosome 
(Hildebrandt and Otto, 2005) 
 Le premier gène identifié est NPHP1 localisé en 2q13. Des délétions 
homozygotes de ce gène sont présentes chez 70% des patients et leur détection par PCR 
permet d'affirmer le diagnostic. Le gène NPHP2 code pour l’inversine des mutations au 
sein de ce gène (Olbrich et al., 2003) sont responsables de la forme infantile. Des 
mutations du gène NPHP3 (Otto et al., 2002) ont été décrites dans une grande famille 
du Vénézuela et sont responsables de la forme tardive. Des mutations du gène NPHP4 
ont été mises en évidence dans plusieurs familles dont certaines ont une atteinte 
rétinienne associée (syndrome de Senior-Loken) et enfin des mutations ont été 
identifiées au niveau du gène NPHP5 qui code pour  une protéine ayant un domaine de 
liaison à la calmoduline (Otto et al., 2005). 
!!!" #A=B>632=C=2D%90154C=B6%%
L’infertilité se définit selon l’organisation mondiale de la santé par l’absence de 
conception après au moins 12 mois de rapports sexuels non protégés. La prévalence de 
l’infertilité est estimée à 15% des couples en âge de procréer. Un couple sur six consulte 
au moins une fois dans sa vie pour des difficultés de procréation. Dans la moitié des cas, 
l’infertilité du couple est d’origine masculine.  
Ces dernières décennies la baisse de la fertilité masculine mondiale est devenue 
préoccupante. Ainsi, un homme sur quinze est subfertile (Auger et al., 1995 ; Rolland et 
al., 2012) 
C’est la publication de Carlsen et coll. en 1992 qui, selon une méta-analyse de 
61 études réalisées dans le monde entier, révélait que le volume séminal et la 
concentration des spermatozoïdes avaient diminué d’environ 50% depuis 50 ans 
(Lackner et al.,2005). Puis Auger et coll. (1995) ont montré une diminution des trois 
principaux paramètres du sperme (numération, mobilité, formes typiques) chez 1750 
hommes donneurs de sperme, de 1973 à 1992 (Auger et al., 1995). Ces résultats ont été 
confirmés par d’autres études faites dans les populations générales de différents pays 
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mais aussi chez les hommes consultant pour infertilité clinique. Nous savons 
aujourd’hui que la fertilité masculine décline avec l’âge. Chez l’homme, l’infertilité est 
en relation avec une altération quantitative et/ou qualitative du sperme, du plasma 
séminal et des spermatozoïdes, d’origine congénitale ou acquise. Ces altérations 
peuvent être quantifiées dans les laboratoires de spermiologie par la réalisation d’un 
spermogramme et/ou d’un spermocytogramme. Les anomalies spermatiques peuvent 
avoir des causes multiples. 
A. Les causes de l’infertilité masculine 
2. Les causes endocriniennes 
L'axe hypothalamohypophysaire induit la prolifération et la différenciation des 
cellules germinales  à l'âge adulte par l'intermédiaire des gonadotrophines FSH 
« FollicleStimulating Hormone » et LH « Luteinizing Hormone ». Son atteinte 
congénitale génétique, anatomique tumorale, traumatique, ischémique (drépanocytose) 
ou toxique (dépôts ferriques de la β-thalassémie, drépanocytose ou hémochromatose) 
est responsable d'un hypogonadisme hypogonadotrophique, associant le plus souvent un 
défaut ou un retard du développement pubertaire avec des testicules de petites tailles et 
une spermatogenèse réduite ou absente. Cet axe régulateur est particulièrement sensible 
à l'effet de nombreux médicaments, des œstrogènes (d'origine tumorale ou élevés en cas 
d'hyperthyroïdie, d'obésité et d'éthylisme chronique), des androgènes (origine tumorale, 
hyperplasie congénitale des surrénales, hypothyroïdie) et de la prolactine (origine 
tumorale ou hypothyroïdie primaire avec élévation de la thyrotropin-releasing 
hormone). 
3.  Les maladies infectieuses  
Certaines maladies virales, telles que les oreillons, lorsqu’elles s’accompagnent 
d’une inflammation testiculaire (orchite), en particulier en période pubertaire, peuvent 
être responsables d’atteintes plus ou moins importantes de la spermatogenèse (Jameson, 
1981). 
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4.  Les problèmes immunitaires  
 Ces problèmes sont dus à la production  d’anticorps dirigés contre les 
spermatozoïdes ce qui conduit à un défaut de mobilité ou à des agglutinations (les 
spermatozoïdes sont liés entre eux par la tête ou la queue et sont incapables de 
féconder).  
Des anticorps circulants sont présents chez la plupart des hommes ayant subi une 
vasectomie. Après rétablissement des connexions, ces anticorps sont souvent retrouvés 
dans le plasma séminal.  
L’obstruction unilatérale ou bilatérale des voies spermatiques (qu’elle soit 
congénitale ou acquise), l’épididymite et la varicocèle peuvent également être associées 
dans certains cas à une réaction auto-immune dirigée contre les spermatozoïdes. 
5. Les causes environnementales 
Il existe depuis longtemps un débat sur l’influence des facteurs 
environnementaux sur la fertilité masculine. En 1992, Carlsen et coll ont révélé dans 
leur étude que les 50 années précédentes ont vu une nette diminution du nombre de 
spermatozoïdes cette même année Brake et Krause ont rapporté qu’à partir de 1977 le 
nombre de spermatozoïdes a diminué de 25% (Carlsen et al., 1992 ; Brake and Krause 
1992).  
De nombreux chercheurs et cliniciens ont affirmé que le progrès de la société et 
la détérioration de l’environnement sont probablement impliqués dans la diminution de 
la fertilité masculine. 
A ce jour, les facteurs de risques proposés sont liés au mode de vie : le 
tabagisme, l’alcool, les drogues, l’exposition régulière à la chaleur, aux radiations ou à 
des molécules toxiques, la pollution de l’air, les oreillons, le stress et les perturbateurs 
endocriniens (Miyamoto et al., 2012). En revanche, de nombreuses études indiquent 
l’absence d’une corrélation entre les facteurs environnementaux et l’infertilité 
masculine. Ainsi, il n’existe actuellement pas de point de vue cohérent sur le rôle des 
facteurs  environnementaux sur l’infertilité masculine. 
/%'*)!010,12.&-3415')!!!!!!
!
 
 42 
Une des raisons de ces discordances est que la taille de l’échantillon est 
insuffisante pour déterminer des différences statiquement significatives. Moins de 100 
patients atteints d’infertilité masculine sont inclus dans ces études, une autres raison est 
que la quasi-totalité de ces études a été effectuée par des enquêtes (utilisant des 
questionnaires) sans critères objectifs (Oldereid et al., 1992 ; Effendy et al., 1987). 
Pour élucider la relation entre les facteurs environnementaux et l’infertilité 
masculine, les études futures devraient inclure une cohorte plus importante et une 
sélection appropriée de contrôles sains. 
6. Les causes génétiques  
Les facteurs génétiques de l'infertilité masculine peuvent être chromosomiques 
ou géniques, autosomiques ou gonosomiques, à effet pléiotrope ou limités à la lignée 
germinale. Ces anomalies génétiques peuvent survenir de novo, ou peuvent être 
familiales.  
Trois arguments principaux sont en faveur d’une composante génétique dans des 
cas d’infertilité : 
- Les réarrangements chromosomiques peuvent être responsables d’un défaut de 
la méiose ou d’un dysfonctionnement d’un gène crucial pour la spermatogenèse. 
Ces réarrangements sont retrouvés avec une fréquence supérieure à la normale 
chez des hommes infertiles.  
- Des cas familiaux d’infertilité ont été décrits dans la littérature, avec plusieurs 
individus infertiles de la même famille. La présence de consanguinité chez les 
parents de certains patients ayant un problème de fertilité laisse supposer une 
transmission autosomique récessive de gènes impliqués dans la spermatogenèse. 
- Les modèles animaux montrent que de nombreuses mutations géniques 
spontanées ou induites sont responsables d’infertilité.  
Parmi les causes génétiques d’infertilité masculine actuellement bien établies on 
retrouve les anomalies chromosomiques, les micro-délétions du chromosome Y et les 
mutations du gène CFTR.  
/%'*)!010,12.&-3415')!!!!!!
!
 
 43 
'( )-,&'=/:'02-,&6+9/:/,/:2P<-&
Parmi les anomalies chromosomiques il y a celles qui affectent le nombre des 
chromosomes (aneuploïdies) et celles qui touchent leur structure. Si certaines d’entre 
elles sont associées à un syndrome clinique particulier, d’autres peuvent se révéler 
uniquement par un phénotype d’infertilité (Simpson et al., 2003 ; Guichaoua et al., 
1993). Les aneuploïdies (anomalies de nombre des chromosomes) et les anomalies de 
structures sont retrouvées dans 14 % des azoospermies, avec des anomalies touchant 
préférentiellement les gonosomes (chromosomes sexuels). Des anomalies 
chromosomiques sont retrouvées dans 5 % des oligospermies et elles touchent 
préférentiellement les autosomes. 
! Le syndrome de Klinfelter  
Le syndrome de Klinefelter (47,XXY) est la cause chromosomique d’infertilité 
masculine la plus fréquente dans la population générale (Solari et al.,1999). La 
prévalence de ce syndrome est prés de 50 fois plus élevée chez les patients infertiles 
azoospermiques (14%) que dans la population générale (0.2%) (Gekas et al., 2001). Ce 
syndrome associe une atrophie des testicules, une azoospermie (absence de 
spermatozoides dans l'éjaculat) et une gynécomastie. La présence d’un chromosome X 
surnuméraire provoque une anomalie de la méiose par la perturbation de la formation du 
complexe synaptonémal de l’X et l’Y dans la vésicule sexuelle (Kékesi et al., 2007) qui 
entraine une surexpression de gènes situés sur le chromosome X. Il existe des cas de 
syndrome de Klinefelter en mosaïque, associant des cellules 47, XXY majoritaires à une 
faible proportion de cellules 46, XY, où l’on retrouve des spermatozoïdes lors d’une 
biopsie testiculaire ou, beaucoup plus rarement, dans l’éjaculat (Morel et al., 2007).  
! Translocations réciproques  
Les translocations réciproques résultent d'échanges de matériel chromosomique 
entre deux chromosomes non homologues.  
D’un point de vue clinique, les porteurs de remaniements génétiquement 
équilibrés, présentent souvent un développement normal. Cependant les translocations, 
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peuvent perturber le processus normal de méiose, et ainsi être responsables de troubles 
de la gamétogénèse.  
En présence d'une translocation réciproque, les chromosomes normaux et 
remaniés s'associent en prophase de première division méiotique grâce au complexe 
synaptonémal pour former une structure complexe appelée « quadrivalent » ou « 
trivalent »  pour les translocations robertsoniennes. Des défauts d’appariement 
méiotique des chromosomes du quadrivalent ou trivalent peuvent apparaître notamment 
dans la région des points de cassure, entrainant un arrêt précoce de la méiose et une 
mort cellulaire. Des études réalisées chez l'homme ont montré que ces défauts 
d’appariement pouvaient être à l'origine d’une baisse de fertilité, voire même de stérilité 
(Guichaoua et al., 1992; Leng et al., 2009; Oliver-Bonet et al., 2005). 
Il existe plusieurs hypothèses permettant d'expliquer les effets des défauts 
d'appariement sur la gamétogénèse. La première est qu'une transcription anormale des 
gènes présents sur les segments non appariés induirait une destruction sélective des 
spermatocytes (Forejt and Gregorova, 1977). En effet, des études réalisées chez la 
souris ont mis en évidence une répression de la transcription des régions non appariées 
chez des individus présentant un arrêt partiel ou total de la spermatogenèse (Turner et 
al., 2005). L’hypothèse proposée à partir de ces observations est que l’inactivation de 
gènes nécessaires au bon déroulement de la méiose pourrait être responsable de l’arrêt 
de la division méiotique des cellules concernées qui sont alors détruites par apoptose. 
4( )-,&:269/J5A0A;2/=,&5<&6+9/:/,/:-&Q&
C’est dans les années 60 que les premières délétions du chromosome Y ont été 
observées chez des patients infertiles (Van wijck et al., 1962). L’observation de patients 
présentant des délétions du bras long a permis d’assigner à la région Yq11, un rôle 
majeur dans le maintien de la spermatogenèse. 
La biologie moléculaire a permis la subdivision du chromosome Y. Les progrès 
récents dans la cartographie physique du génome humain ont rendu possible la 
multiplication des marqueurs disponibles le long du chromosome Y. Ces derniers, dont 
la taille varie de quelques dizaines à quelques centaines de paires de bases, sont 
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facilement amplifiables par PCR à partir de l’ADN, rendant ainsi détectable leur 
présence ou leur absence chez un individu. L’utilisation de ces outils a permis 
d’observer un certain nombre de patients infertiles, dont les délétions n’étaient pas 
chevauchantes, ce qui a conduit à subdiviser le facteur AZF en trois loci différents 
AZFa, AZFb et AZFc. 
 Si les délétions moléculaires de la région Yq11 sont constamment associées à 
une infertilité masculine, la gravité de l’atteinte testiculaire peut, par contre, varier selon 
les cas. Il a été montré qu’en général, les délétions d’AZFa s’accompagnent d’une 
azoospermie par absence totale de cellules germinales dans les tubes séminifères 
(syndrome SCO [Sertoli cell only]) alors que celles d’AZFb sont plutôt associées à un 
arrêt de maturation de ces dernières à un niveau variable de la spermatogenèse. Les 
microdélétions du locus AZFc sont rencontrées à la fois chez des patients présentant des 
azoospermies et des oligozoospermies sévères, inférieures à 1 ou 2 millions de 
spermatozoïdes/ml. Les délétions d’AZFa sont moins fréquentes mais associées à des 
défauts spermatogénétiques plus graves (Liow et al., 2001).  
La mise en évidence de délétions chez des patients infertiles a conduit à 
rechercher les gènes candidats de la région AZF, c’est-à-dire ceux dont la perte peut être 
responsable d’une atteinte sévère de la spermatogenèse.  
6( )-&1?=-&%EI#&
L’agénésie bilatérale des canaux déférents (ABCD) est rencontrée chez la très 
grande majorité des hommes atteints de mucoviscidose, mais cette malformation peut 
également être observée chez des patients ne présentant ni atteinte pulmonaire, ni 
atteinte pancréatique et elle représente 2% des formes d’infertilité masculine (Seifer et 
al., 1999 ; Van Steirteghem et al., 1999). La découverte du gène responsable de la 
mucoviscidose en 1989 a permis de montrer que des mutations dans ce gène pouvaient 
rendre compte des bases génétiques de cette forme de stérilité 
L’association de l’agénésie bilatérale des canaux déférents (ABCD) aux patients 
atteints de mucoviscidose a permis de relier le gène CFTR (cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator) avec cette malformation représentant environ 
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2% des cas d’infertilité masculine et près de 25% des azoospermies obstructives. En 
l’absence de protéine CFTR fonctionnelle au niveau épithélial, la sueur est 
anormalement salée et les sécrétions muqueuses anormalement visqueuses. Cela 
entraîne une atteinte chronique, habituellement progressive, avec des manifestations 
concernant l’appareil respiratoire, le pancréas et plus rarement l’intestin ou le foie 
(Vialard and Albert , 2009). 
B. Moyen d’exploration de l’infertilité masculine 
1. Le spermogramme  
En 1951, Mac Léod a analysé la relation qui existe entre la fertilité masculine et 
les caractéristiques du sperme en comparant les données du spermogramme chez les 
hommes féconds et inféconds. Depuis, l’évaluation de l’infertilité masculine implique 
nécessairement, comme première investigation, cet examen du sperme. Le 
spermogramme doit être réalisé dans un laboratoire spécialisé et par un biologiste 
expérimenté, il doit être interprété en tenant compte des données cliniques du patient. 
Le spermogramme a pour but d’évaluer l’activité sécrétoire des différents 
compartiments participant à l’éjaculation : le volume, la viscosité et le pH de l’éjaculat 
ainsi que la numération, la mobilité, la vitalité et la morphologie des spermatozoïdes. 
L’appréciation des caractères morphologiques des spermatozoïdes est complexe du fait 
de la grande variabilité de la morphologie des spermatozoïdes humains. Cet examen est 
influencé par un certain nombre de paramètres, tels que le délai d’abstinence, la saison, 
l’âge, l’exposition professionnelle ou épisodique à des facteurs toxiques (médicaments, 
pesticides, température élevée…). Ce qui nécessite la pratique d’au moins deux 
spermogrammes à intervalle adéquat (2 à 3 mois) pour mieux juger le profil 
spermatique (Lornage, 2002; WHO, 2010). 
Il faut souligner que les données portant sur le sperme et provenant de 
laboratoires différents ne peuvent être considérées ni comme des données exactes ni 
comme des données strictement comparables. En effet, l’analyse du sperme correspond 
à un ensemble de procédures de laboratoire complexes dont la plupart reposent sur des 
facteurs humains tel que l’évaluation microscopique. Les conclusions d’une analyse 
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doivent tenir compte de l’erreur de mesure. En effet, les valeurs produites de 
concentration (million/millilitre), mobilité ou morphologie typique se fondent sur une 
évaluation d’un nombre limité de spermatozoïdes (de l’ordre d’une ou plusieurs 
centaines quand cela est possible). À cause de ce petit nombre, mais à cause également 
de l’hétérogénéité du sperme, le postulat que le petit échantillon de spermatozoïdes à 
partir desquels ces caractéristiques ont été évaluées est représentatif de l’ensemble de 
l’échantillon ne peut s’appliquer : en fonction du nombre de spermatozoïdes évalués, il 
y a une erreur de comptage plus ou moins importante et un intervalle de confiance plus 
ou moins large autour de la valeur fournie (par exemple, l’erreur de comptage est de 
l’ordre de 25 % pour 50 spermatozoïdes comptés et de 10 % pour 400 spermatozoïdes 
comptés).  
Malgré la variabilité intra-individuelle des paramètres du spermogramme, 
l’organisation mondiale de la santé (OMS) a pu définir des critères de normalité (WHO, 
2010). 
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L’atteinte du profil spermatique peut être secondaire à l’altération d’un seul ou 
de plusieurs paramètres du spermogramme. Pour chaque paramètre, on définit une ou 
plusieurs anomalies. (Tableau 1) A l’exception des situations d’azoospermie et 
d’oligospermie sévère confirmées, les données du spermogramme ne permettent pas de 
conclure si le patient est fertile ou infertile. Chez les hommes azoospermiques et 
oligospermiques, d’autres explorations sont nécessaires pour déterminer l’origine 
sécrétoire ou excrétoire de cette anomalie de la numération. 
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Tableau 1 : Valeurs normales des paramètres du spermogramme (Who, Fifth 
Edition). 
Valeurs normales selon l’OMS-2010 Définitions de l'anomalie 
Volume du sperme : > 1,5 ml (1,4 - 1,7) < 1,5  ml : Hypospermie 
> 6 ml : Hyperspermie  
Numération des spermatozoïdes (par ml): > 15 millions/ml (12 - 16) 
Numération des spermatozoïdes (par éjaculât): > 39 millions (33 - 46)  
0 : Azoospermie 
< 15 millions/ml : Oligozoospermie 
Mobilité des spematozoïdes à la 
première heure après 
l'éjaculation.  
- Grade (a) : mobilité en trajet 
fléchant.rapide (>25 µm/s) 
- Grade (b) : mobilité lente et 
progressive (5-25 µm/s). 
- Grade (c) : mobilité sur place. 
- Grade (d) = immobile  
- Mobilité progressive de type (a+b) 
des spermatozoïdes :  
> 32 % (31 à 34)  
(ou > 30 %) 
<32% 
 
 
 
Asthénospermie 
 
- Mobilité de type (a+b+c) des 
spermatozoïdes : > 40 % (38 - 42) 
< 40 % 
Mobilité à la quatrième heure 
après l'éjaculation. 
Chute de mobilité inférieure à  50 % 
comparativement aux chiffres de la 
première heure 
Chute de 
mobilité 
supérieure à 
50% 
Morphologie normale des spermatozoïdes : >30 % 
> 4 % (3,0 - 4,0) 
(se rapproche de la classification Kruger) 
Ou : > 15 % (selon la classification de David modifiée par Auger et 
Eustache). 
< 4 %: Tératospermie 
 
Leucocytes < 1 million/ml > 1 million/ml : Leucospermie 
Vitalité des spermatozoïdes : > 58 % (55 - 63) <58 %: Nécrosospermie 
/%'*)!010,12.&-3415')!!!!!!
!
 
 49 
• D'autres valeurs normales (consensus) : 
o pH : > 7,2 
o MAR test (anticorps anti spermatozoïdes de type IgA, 
IgG, IgM fixés sur les spermatozoïdes) : 
< 50 %. 
o Immunobead test (motile spermatozoa with bound 
particules) (ou seprmatozoïde mobile avec anticorps 
antispermatozoïde) : < 50 % 
o Peroxidase-positive leukocytes : 
< (1,0) (million/ml).  
o Fructose séminal : > (13) µmol/éjaculât 
o Phosphatase acide seminale : > 200 U/éjaculât.  
o Acide citrique séminal : > 52 µmol/éjaculât. 
o Zinc séminal : > (2,4) µmol/ejaculât  
o Seminal neutral glucosidase : > (20) mU/éjaculât 
o L-carnitine séminale : 0.8-2.9 µmol/éjaculât  
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Immédiatement après éjaculation, le sperme est déposé dans une étuve à 37° C 
pour assurer sa liquéfaction (environ 30 min). Au terme de celle-ci, l’examen est réalisé. 
Un aspect anormal, tel qu’une hémospermie, ou une forte viscosité doit être notée. 
• pH : Le pH du sperme est normalement compris entre 7,4 et 8,0. Des valeurs 
trop faibles peuvent être le reflet d’un défaut de sécrétion des vésicules 
séminales (normalement alcalines) alors qu’un pH nettement alcalin peut révéler 
une insuffisance des sécrétions prostatiques (normalement légèrement acides). 
• Volume : Il traduit essentiellement les capacités sécrétoires des glandes 
annexes. Une hyperspermie (volume > 6 ml) est généralement le témoin d’une 
hypersécrétion des vésicules séminales qui normalement forment l’essentiel du 
volume de l’éjaculat et ne doit pas être considérée comme pathologique. Par 
contre, lorsqu’il n’existe pas de problème lié au recueil (perte d’une fraction de 
l’éjaculat), l’hypospermie (volume < 2 ml) peut s’expliquer soit par un trouble 
de l’éjaculation, soit par une insuffisance sécrétoire de l’une des glandes annexes 
pouvant être liée à une infection (prostatite, vésiculite) ou à l’absence même de 
vésicules séminales. 
• Nombre de spermatozoides : Il est exprimé en concentration (millions/ml). Si 
aucun spermatozoïde n’est observé par la technique classique, il est nécessaire 
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de rechercher les spermatozoïdes dans le culot de centrifugation du sperme, 
avant de conclure ou non à une azoospermie. 
• Mobilité : La mobilité appréciée au microscope optique est exprimée en 
pourcentage de spermatozoïdes mobiles. Une évaluation qualitative est réalisée 
de façon subjective en différenciant les spermatozoïdes se déplaçant suivant une 
trajectoire sensiblement linéaire de ceux mobiles sur place ou ne progressant que 
très faiblement. L’examen est réalisé dans l’heure qui suit la liquéfaction avec 
un suivi de 4 heures. Des systèmes d’analyse vidéomicrographique assistée par 
ordinateur (système CASA) permettent une mesure automatique objective. Ces 
appareils ont connu un essor important ces dernières années. Leur principe est 
basé sur l’étude des trajectoires de la tête du gamète qui sont un bon reflet de 
l’activité flagellaire.  
• Vitalité : Elle reflète le pourcentage de spermatozoïdes vivants, elle trouve son 
intérêt dans les cas où la mobilité est faible. 
• Cellules rondes : Les cellules épithéliales de l’urètre, les cellules germinales 
immatures et les leucocytes sont regroupés sous ce terme de «cellules rondes». 
Dans les cas où ce nombre est élevé, les polynucléaires, témoins d’un foyer 
infectieux doivent être précisément recherchés en utilisant des colorations 
spécifiques basées le plus souvent sur la révélation histochimique de la 
péroxydase (Wolff et al., 1992). 
2. Le spermocytogramme  
Il consiste à rechercher les atypies morphologiques des spermatozoïdes en 
microscopie optique. La plupart des laboratoires utilisent la classification de DAVID 
(David et al.,1975) Elle distingue les anomalies de la tête, de la pièce intermédiaire et 
du flagelle et permet aussi de mettre en évidence les associations d’atypies au niveau 
d’une même cellule. Le nombre moyen d’anomalies par spermatozoïde peut être évalué 
en calculant l’index d’anomalies multiples (IAM).  
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C. L’identification de nouveaux gènes impliqués dans des formes 
rares d’infertilité (Tératozoospermie) 
Le concept de la tératozoospermie devrait peut-être être revu car il est basé sur 
l’identification des formes atypiques de spermatozoïdes, mais sans prendre en compte la 
cause de l’anomalie. Il parait important d’essayer de trouver l’étiologie de l’anomalie 
responsable des anomalies observées.  
Une évaluation de la morphologie des spermatozoïdes présentant une forme 
anormale par immunohistochimie ou bien une analyse moléculaire peut permettre une 
caractérisation des anomalies des spermatozoïdes. Cette approche va au-delà de la 
morphologie des spermatozoïdes, l’idée principale est d’apporter un éclairage sur la 
physiopathologie des anomalies des spermatozoïdes basée sur l’étude des modifications 
structurales et moléculaires de différentes composantes de la spermatogenèse. 
La spermiogénèse est un processus spécifique des cellules germinales mâles 
haploïdes nécessitant souvent des gènes spécifiques. Il est estimé qu’entre 1500 et 2000 
gènes sont impliqués dans le contrôle de la spermatogénèse parmi lesquels 300 à 600 
spécifiquement exprimés dans les cellules germinales masculines (Coutton et al., 2012 
a). 
Très peu d’études ont été effectuées chez l’homme. Cependant des études faites 
sur le modèle murin infertile, dont certains gènes ont été invalidés a permis de corréler 
un nombre important  de ces gènes  à l’infertilité. Actuellement, près de 250 gènes ont 
été reliés de façon plus ou moins forte à l’infertilité (Matzuk and Lamb  et al.,2008). 
Deux approches génétiques peuvent être utilisées pour identifier des mutations 
géniques responsables de pathologies humaines : l’approche gène candidat et l’approche 
positionnelle par analyse globale du génome.  
L’approche gène candidat est généralement utilisée comme stratégie 
diagnostique quand la corrélation génotype- phénotype est établie entre un gène et une 
pathologie. Cette stratégie peut également être utilisée pour des gènes connus souvent 
grâce à l’étude de souris knock-out (KO), qui mettent en évidence un phénotype 
évocateur d’une pathologie humaine. Bien que de nombreuses souris KO présentent des 
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phénotypes d’infertilité masculine, l’analyse génétique de ces gènes dans des cohortes 
de patients infertiles a donné des résultats négatifs ou incertains.  
Pour chaque syndrome, plusieurs formes cliniques ont été décrites, comme nous 
le verrons plus précisément dans l’analyse détaillée de ces différentes pathologies, 
suggérant que plusieurs gènes, ou mutations du même gène, peuvent être impliqués 
dans leur étiopathogénie.  
 
1. Les anomalies de la tête du spermatozoïde 
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On distingue différents types de globozoocéphalie en fonction du taux de 
spermatozoïdes dépourvus d’acrosome (figure 21). Cette anomalie s’associe 
fréquemment à une désorganisation de la pièce intermédiaire et du flagelle. Le 
spermogramme de ces patients montre donc une numération et une mobilité 
spermatique en général normale, associée à une altération majeure de la morphologie. 
La globozoocéphalie peut toucher l’ensemble des spermatozoïdes de l’éjaculat quand 
elle est totale, ou une fraction des spermatozoïdes de l’éjaculat lorsqu’elle est partielle. 
Jusqu’à présent, une dizaine de gènes ont été 
décrits comme étant impliqués dans la biogenèse 
acrosomiale et dans la spermiogenèse d’une 
manière générale chez la souris. Parmi ces gènes, 
au moins six sont responsables du phénotype de 
globozoospermie chez la souris. La 
globozoocéphalie se caractérise, dans sa forme 
typique (type 1), par la présence de 100 % de 
spermatozoïdes qui présentent des têtes 
spermatiques globuleuses, dépourvues 
d’acrosome. 
Figure 21 : Spermatozoïde humain 
gloobocéphale 
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Au total, l’absence d’acrosome est à l’origine d’une incapacité de ces spermatozoïdes à 
traverser la zone pellucide. De tels spermatozoïdes peuvent être présents en petite 
quantité dans le sperme normal, avec un pourcentage variant selon les études de 0,1 à 
6 %  et il est significativement plus élevé chez les hommes infertiles que chez les 
hommes fertiles?(Kalahanis et al.,  2002).?Il aura fallu plus de 35 ans pour identifier la 
première cause génétique de la globozoocéphalie et ce, malgré la création de nombreux 
modèles murins et la certitude d’une cause génétique à ce syndrome par l’observation 
de fratries de patients atteints.  
Dès les années 1970, l’étude de fratries de patients présentant une 
globozoocéphalie a fait émettre l’hypothèse d’une cause génétique pour expliquer la 
survenue de cette anomalie (Holstein et al., 1973). Le développement de nombreux 
modèles murins a permis l’identification de mâles infertiles présentant des anomalies 
spermatiques dont la globozoocéphalie. Il a été démontré que les gènes Gopc, Hrb, 
Csnk2a2, Gba2, Pick1, Zpbp1-2, Hook1 (Pierre et al., 2012), intervenaient dans les 
différentes étapes de formation de l’acrosome. Les études menées chez les souris 
mutées ont objectivé le rôle de ces gènes non seulement dans la formation de 
l’acrosome mais aussi dans l’allongement de la tête spermatique ainsi que l’agencement 
de la pièce intermédiaire et du flagelle (Liu et al., 2010).  
Le développement des techniques de génétique moléculaire a permis de réaliser 
un génotypage complet du génome afin d’identifier des régions d’homozygotie qui sont 
susceptibles d’héberger des altérations géniques dans les familles de patients atteints 
d’une même pathologie. Cette stratégie a récemment permis d’identifier deux gènes 
impliqués dans ce phénotype de globozoospermie chez l’homme. 
! Le gène SPATA16 
L’étude d’une famille présentant trois frères atteints de globozoospermie et trois 
frères fertiles a permis (Dam et al.,, 2007) de mettre en évidence une mutation à l’état 
homozygote dans un gène spécifique de la spermatogenèse : SPATA16. 
Cette mutation est responsable de l’anomalie dans la famille étudiée. Le gène 
SPATA16 est localisé sur le chromosome 3 en position q26.31, et il est composé de 11 
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exons. Ce gène code pour une protéine de l’appareil de Golgi, et sa localisation est 
importante au niveau des vésicules proacrosomiques. La protéine SPATA16 n’est 
exprimée que dans le testicule. La mise en évidence de l’implication de cette mutation 
dans la globozoospermie a initié sa recherche chez d’autres patients porteurs du même 
phénotype. Cependant aucune autre mutation sur le gène SPATA16 n’a pu être identifiée 
sur une large cohorte de patients globozoocéphales. Ces données laissant suggérer que 
malgré un phénotype commun, la globozoospermie n’est pas homogène du point de vue 
génétique. 
! Le gène Dpy19L2 
Une étude a été initiée dans notre équipe à partir d’une cohorte de patients 
présentant une globozoocéphalie de type 1. Une majorité des patients étaient nés de 
parents apparentés et avaient une origine géographique commune laissant penser que 
certains pouvaient être porteurs d’une même mutation homozygote héritée d’un ancêtre 
commun. 
La stratégie de cartographie d’homozygotie a permis à notre équipe de découvrir 
un nouveau gène DPY19L2 muté localisé au niveau d’une région d’homozygotie 
commune à 9 de nos patients (Harbuz et al.,  2011). La fonction de ce gène était alors 
inconnue chez l’homme. Une seule étude avait démontré que DPY19, l’orthologue du 
gène humain chez le ver Caenorhabditis elegans, était nécessaire à la polarité et à la 
migration des neuroblastes durant l’embryogenèse (Honigberg and Kenyon, 2000). La 
fonction pouvait donc être compatible avec l’absence d’acrosome et l'incapacité des 
spermatozoïdes des patients globozoocéphales à achever l’élongation de la tête 
spermatique. Après des analyses  moléculaires, notre équipe a pu identifier une délétion 
génomique totale du gène DPY19L2 chez 9 des 11 patients analysés. 
L’analyse fine des séquences en amont et en aval de ce gène a permis de montrer 
que celui-ci était flanqué de part et d’autre de séquences dupliquées (LCR pour low 
copy repeat), à l’origine de recombinaison homologue déséquilibrée. Ces séquences 
favorisent la survenue de la délétion par un mécanisme de recombinaison homologue 
non allélique (NAHR) régulièrement observé en pathologie humaine. Cela explique 
donc, la présence d’une même délétion homozygote du gène DPY19L2 chez des patients 
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non apparentés. Cette délétion, à l’état hétérozygote, était d’ailleurs rapportée, dans les 
bases de données, comme un variant chromosomique sans impact (Shaikh et al., 2009). 
Nous avons par la suite confirmé sur une série de 31 patients que des anomalies 
moléculaires du gène DPY19L, principalement des délétions mais également des 
mutations nucléotidiques,  étaient retrouvées chez 84% des patients analysés (Coutton et 
al., 2012 b).  
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Le gène aurora kinase C (AURKC) est le premier gène décrit affectant 
directement la méiose humaine et responsable du phénotype des spermatozoïdes 
macrocéphales. Le gène AURKC code pour une sérine/thréonine kinase appartenant à la 
famille des Auroras. Il est  exprimé préférentiellement dans les testicules et impliqué 
dans la ségrégation des chromosomes. La mutation initiale (c.144delC) induit la 
production d’une protéine non-fonctionnelle, tronquée dans son domaine kinase. La 
présence de cette mutation à l’état homozygote entraine la non-ségrégation des 
chromosomes durant la méiose et un échec de la cytokinése (Dieterich et al., 2007).  
Cette partie sera détaillée dans le chapitre I. 
2. Les anomalies qui touchent la pièce intermédiaire du spermatozoïde 
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C’est une affection rare chez l’homme qui se manifeste par une infertilité 
primaire et une oligo-asthéno-tératozoospermie liées à une grande fragilité de la 
jonction de la tête et du flagelle du spermatozoïde. Elle peut correspondre à un défaut de 
migration du centriole au pôle caudal du noyau de la spermatide durant la 
spermatogenèse. 
En microscopie optique, ce phénotype est le plus souvent homogène avec 
l’observation de très nombreux flagelles mobiles dépourvus de têtes, et de très 
nombreuses têtes dépourvues de flagelles. La séparation de la tête et du flagelle a 
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certainement lieu dans le testicule ou dans l'épididyme. Les flagelles sans tête sont 
cependant mobiles et pénètrent dans le mucus cervical. 
 En microscopie électronique, la cause principale est l'absence de plaque basale 
au niveau de la partie postérieure du noyau (Baccetti et al., 1984). L’étiopathogénie de 
ce syndrome n’est pas claire, il s’agit probablement d’une défaillance de la fonction du 
centriole/centrosome proximal, celui-ci étant incapable d’induire la formation de la 
fossette d’implantation et de la plaque basale, soit parce qu’il ne peut migrer jusqu’au 
pôle caudal du noyau du spermatozoïde, soit parce qu’il présente une anomalie 
fonctionnelle (Guichaoua et al., 2009).  
Baccetti et al. ont décrit une surproduction de vésicules provenant de l’appareil 
de Golgi chez un homme présentant le syndrome des spermatozoïdes décapités, elles 
empêcheraient la fixation du centriole au noyau (Baccetti et al., 1984). 
Les patients atteints de ce syndrome présentent une stérilité primaire sans autre 
désordre andrologique et la fécondation naturelle ne peut pas avoir lieu du fait de 
l’absence de mobilité des spermatozoïdes. Le seul traitement est la fécondation assistée 
avec injection des spermatozoïdes dans l'ovocyte (ICSI). 
3.  Les phénotypes pathologiques flagellaires  
Nous distinguons deux grands groupes de phénotypes pathologiques flagellaires 
: la dysplasie de la gaine fibreuse (DFS), et la dyskinesie ciliaire primitive (DCP) (ce 
groupe a été détaillé au niveau de la partie des ciliopathies). 
La dysplasie de la gaine fibreuse (dysplasia of the fibrous sheat [DFS]) est 
visible à l’examen des spermatozoïdes en microscopie optique, et elle fait partie du 
groupe des anomalies flagellaires primitives qui constituent une vaste entité regroupant 
les altérations sévères de la mobilité liées à diverses anomalies de structure du flagelle. 
Elle se manifeste par la présence d’un flagelle court, épais et de calibre irrégulier.  
Cette anomalie associe un défaut de croissance de l’axonème à des anomalies de 
la gaine fibreuse, l’axonème pouvant être intact ou présenter des anomalies, telles que 
l’absence de microtubules centraux et/ou de bras de dynéine (Guichaoua et al., 2009). 
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La diversité des structures impliquées dans le mouvement du spermatozoïde et 
les variétés d’anomalies ultrastructurales observées suggèrent qu’un grand nombre de 
gènes est impliqué dans ce groupe de pathologie. 
Cette partie sera détaillée dans le chapitre II. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre II : Le Syndrome de 
Spermatozoïdes Macrocéphales 
 
Article 1: A new AURKC mutation causing macrozoospermia:    
implications for human spermatogenesis and clinical diagnosis. 
 
Article 2: Identification of a new recurrent Aurora kinase C 
mutation in both European and African men with 
macrozoospermia. 
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Après une revue de la littérature sur les spermatozoïdes macrocéphales 
nous exposerons les résultats de l’identification de nouvelles mutations 
du gène AURKC, chez des patients porteurs de spermatozoïdes 
macrocéphales. Ces résultats ont fait l’objet de deux publications 
scientifiques. 
!" #61%1863902:;:<761%9053:5D8F0C61%G%%
A. La description du phénotype des spermatozoïdes 
macrocéphales  
Le syndrome des spermatozoïdes macrocéphales est classiquement décrit 
comme une atteinte de l'ensemble de la population gamétique. Typiquement, les patients 
porteurs de spermatozoïdes macrocéphales présentent une infertilité primaire 
caractérisée par une tératozoospermie à 100 %. Ce phénotype a été décrit la première 
fois il y a 35 ans et de nouveaux cas ont été signalés régulièrement depuis (Escalier, 
1983 ; German et al.,1981 ; Chelli et al., 2010; Perrin et al., 2008)( figure 22) . 
 
Figure 22 : Spermatozoïdes macrocéphale et multiflagelle (A) comparé à un 
spermatozoïdes typique (B). Photographies réalisées en microscopie électronique à 
balayage (Harbuz et al., 2009). 
En 1977, l‘équipe de Nistal rapporte pour la première fois un cas 
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d'asthénotératospermie associant plusieurs anomalies caractéristiques des 
spermatozoïdes : une augmentation de la taille de la tête avec irrégularité de ses 
contours, et un nombre de flagelle variable (compris entre 0 et 4) (Nistal et al., 1977). 
Par la suite une étude effectuée par l’équipe du Dr Escalier en 1983, a porté sur 
six patients qui présentent 100% de spermatozoïdes macrocéphales. Une série 
d'anomalies ultrastructurales a été trouvée, comprenant essentiellement un volume de la 
tête augmenté par un facteur de 3 à 4. Il y avait en moyenne 3 à 4 flagelles pour chaque 
spermatozoïde. 
B. Origine génétique du syndrome des spermatozoïdes 
macrocéphales ? 
L'origine génétique de ce syndrome a été suspectée à deux reprises, d’après 
différents éléments tel que l’aspect homogène des spermatozoïdes présents dans un 
même éjaculat et la présence fréquente d’une histoire familiale d'infertilité.  
La première observation s’est basée, sur une série de 17 patients présentant des 
spermatozoïdes macrocéphales. Plus de la moitié de ces patients présentaient une 
histoire familiale d'infertilité masculine. Les patients ne présentaient pas de 
caractéristique ethnique commune, l’existence d'une consanguinité parentale n'a pas été 
recherchée, et les caryotypes, réalisés chez 10 patients, étaient normaux (Kahraman et 
al., 1999). 
La seconde observation décrit une forme familiale de ce syndrome dans laquelle 
deux frères infertiles sont porteurs d'une forme homogène. Le caryotype, réalisé sur l’un 
des deux frères seulement, s'est révèlé normal. II n'existe pas de consanguinité entre les 
parents de ces deux patients (Benzacken et al., 2001). 
C. Perturbation méiotique à l’origine des spermatozoïdes 
macrocéphales ?  
D’après l’étude effectuée par Benzacken en 2001, la taille anormale de la tête 
chez les spermatozoïdes macrocéphales est due à la présence de plusieurs noyaux dans 
le même cytoplasme, et ceci pourrait être la conséquence d’une perturbation de la 1ère et 
=K$'2+)(%Z%_%&'()*$+,6,74(&%*$;),;?'K$9(&%
Z`IMSWL=IZS`%
!
 61 
de la 2ème division méiotique (Benzacken et al., 2001). En effet, il a été rapporté chez la 
souris et chez la drosophile, que la différenciation des spermatides en spermatozoïdes 
peut s’effectuer sans l’achèvement de la méiose (Mori et al., 1999).  
Une autres étude, effectuée par l’équipe du Dr Escalier a montré que chez 
l’homme les spermatozoïdes macrocéphales peuvent se différencier en dépit des 
altérations de la division méiotique (Escalier 1999). 
Des anomalies chromosomiques ont rapidement été détectées au niveau de ces 
spermatozoïdes (Benzacken et al., 2001) laissant penser que les mécanismes impliqués 
dans la physiopathologie du syndrome de spermatozoïde macrocéphale sont associés à 
un défaut de division méiotique. 
D. Spermatozïdes macrocéphales et FISH (Fluorecent In Situ 
Hybridization)  
Il a été démontré en de nombreuses occasions grâce à l’utilisation de la 
technique d’hybridation fluorescente in situ (FISH pour Fluorescent In Situ 
Hybridization) que les spermatozoïdes macrocéphales présentaient un taux extrêmement 
élevé d’anomalies chromosomiques. 
Dans les multiples études réalisées sur ces spermatozoïdes, le nombre de 
spermatozoïdes interprétés comme haploïdes varie de 0 à 8 %, comme diploïdes de 20 à 
60 %, comme triploïdes de 10 à 62 % et comme tétraploïdes de 5 à 36 % (Perrin et al., 
2007 ; Guthauser et al., 2006 ; Devillard et al., 2002 ; Mateu, et al., 2006 ; Benzacken et 
al., 2001) (Figure 23) . 
 
Figure 23 : Contenu 
chromosomique anormal des 
spermatozoïdes macrocéphales. 
Hybridation fluorescente in situ avec 
des sondes pour le chromosome 18 
(vert), X (rouge) et Y (bleu) sur les 
spermatozoïdes d'un patient infertile 
possédant 100% de spermatozoïdes 
macrocéphales (grossissement x 
1000). Adapté In’t Veld et al., 1997 
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E. ICSI et spermatozoïdes macrocéphales 
Des injections intra-cytoplasmiques (ICSI) ont été tentées pour des couples dont 
les hommes présentent dans leur échantillon de sperme une proportion élevée de 
spermatozoïdes macrocéphales associés à des flagelles multiples. Elles ont permis 
d'obtenir des grossesses, mais avec des taux de fécondation et de grossesses (9,1%) 
inferieurs a ceux obtenus chez les couples dont l'homme présente une tératospermie 
polymorphe d'importance équivalente (40%) (Kahraman et al., 1999). 
Ce faible taux de fécondation et de grossesse probablement associés à l’incidence 
élevée d’anomalies chromosomiques a été décrite précédemment.  
F. Classification des spermatozoïdes macrocéphales 
L'analyse cytogénétique du complément chromosomique des spermatozoïdes 
macrocéphales a montré que cette anomalie est directement et constamment corrélée à 
la présence d’anomalies chromosomiques. Cette observation évoque un déficit de 
division méiotique d'où l'appellation MDD (Meiotic Division Deficiency) (Escalier, 
2002) (figure 24).  
Ce syndrome est caractérisé par l’association de signes morphologiques très 
caractéristiques qui permettent d’en faire aisément le diagnostic : une augmentation très 
importante du volume de la tête, une forme irrégulière de la tête et de l’acrosome, et la 
présence inconstante de plusieurs flagelles. A coté de la forme classique étiquetée type 
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1, Escalier décrit un type 2 avec un arrêt au cours de la spermiogenèse et un type 3 dans 
lequel les spermatozoïdes macrocéphales présentent un arrêt de la croissance de 
l’axonème et des anomalies périaxonémales (Escalier, 2002). 
Rappel de la division méiotique  
La reproduction sexuée repose sur la réduction du nombre de chromosomes au 
cours de la méiose et ce par la production de gamètes haploïdes à partir de précurseurs 
diploïdes. Au cours de la méiose, l’ADN subit une seule réplication suivie par deux 
divisions méiotiques appelées méiose I et méiose II. La première division est dite 
réductionnelle car elle divise par deux le nombre de chromosomes. Les cellules passent 
de l’état diploïde (2n chromosomes) à l’état haploïde (n chromosomes). La deuxième 
division est dite équationnelle car elle maintient le même nombre de chromosomes dans 
chaque cellule par séparation des chromatides. La prophase I assure le brassage des 
gènes par recombinaison entre les chromatides non-sœurs des chromosomes 
homologues. La prophase est divisée en cinq stades : leptotène, zygotène, pachytène, 
diplotène et diacinèse. La métaphase I correspond au moment où la totalité des 
chromosomes sont alignés dans le plan équatorial. Ils sont maintenus sous tension par 
les kinétochores et les microtubules associés attachés aux pôles opposés du fuseau. 
Lorsque tous les chromosomes sont parfaitement alignés, la cellule peut alors passer en 
anaphase. Au cours de l’anaphase les bivalents se séparent, chacun migre vers un pôle 
du fuseau pour former deux lots. Il y a donc une ségrégation indépendante des 
centromères auxquels sont associées des chromosomes chimères (mélange 
paternel/maternel). Après la formation de l’enveloppe nucléaire autour de chaque lot 
chromosomique durant la télophase vient la dernière étape qui est la cytokinèse et qui 
consiste en la séparation des deux cellules filles. En M2 la ségrégation des chromatides 
aux pôles opposés du fuseau se produit à travers un processus similaire à la mitose et 
génère des gamètes haploïdes.  
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Figure 24 : Anomalies méiotiques et post-méiotique caractérisant la Déficience de 
Division Méiotique. (A à F) des évènements de la spermatogenèse normale. (G) Défaut 
de la partition des organites dans les spermatocytes à la fin du stade pachytène, 
néanmoins les spermatocytes réussissent à échapper au point de contrôle (H) la rupture 
de l’enveloppe nucléaire s’est produite et les chromosomes sont condensés et disposés 
en pré-métaphase. Les spermatocytes ne parviennent pas à construire un fuseau 
méiotique bipolaire. (I) Les cellules germinales MDD sont capables de reconstituer un 
noyau et d’exécuter des évènements de spermiogénèse donnant lieu à des 
spermatozoïdes macrocéphales. (J) Dans le type 2 (MDD) la spermiogénèse est arrêtée 
durant l’étape de l’acrosome. (K) Les types 1 et 3 (MDD) sont capables d’une certaine 
mise en forme de la tête du spermatozoïde  mais la présence de microtubules unilatérale 
conduit à une forme nucléaire asymétrique. (L) Pour ces mêmes types, la 
spermatogenèse évolue afin de donner naissance à des spermatozoïdes matures 
caractérisés par la présence d’un noyau géant et 4 flagelles. Dans le type 3 (MDD) une 
anomalie de la spermatogenèse supplémentaire est observée au niveau de la croissance 
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axonémale qui conduit à la réduction de la taille de l’axonème ainsi que la 
désorganisation de sa structure (Escalier, 2002). 
Au cours de la division cellulaire, les mouvements des organites cellulaires 
nécessitent la déstabilisation du réseau de microtubules et la présence de kinases 
mitotiques qui interagissent avec les protéines associées à des organites phosphorylés. 
Etant donné le grand nombre de facteurs et d'enzymes normalement accumulés au cours 
du stade pachytène nécessaires pour déclencher la première division de la méiose, de 
nombreux gènes semblent pouvoir être impliqués dans la survenue du syndrome SM 
(Escalier, 2002). 
!!" #0%7D5:4I6326%76%CA=98C=502=:B%74%J?B6%!"#$%&K$43:30%
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En 2007, notre équipe a utilisé une approche positionnelle avec un kit de 400 
marqueurs microsatellites, afin d’effectuer une analyse du génome entier sur neuf 
hommes d’origine nord-africaine présentant 100 % de spermatozoïdes macrocéphales 
(SM). La même mutation homozygote a été identifiée sur le gène AURKC (c.144delC) 
chez l’ensemble des patients testés.  
Le gène de l’aurora kinase C (AURKC) est l’unique gène dépisté chez des 
individus porteurs de spermatozoïdes macrocéphales avec une infertilité primaire 
caractérisée par une tératozoospermie à 100%.  
La mutation récurrente c.144delC du gène AURKC entraîne, à l’état 
homozygote, un décalage du cadre de lecture avec un arrêt prématuré de la traduction et 
la production d’une protéine non fonctionnelle tronquée de son domaine kinase. Ceci va 
entrainer la non ségrégation des chromosomes durant la méiose associée à un échec de 
la cytokinése (Figure 26) qui conduit à un blocage de la spermatogénèse avant la 
première division méiotique (Dieterich et al., 2009). Après étude des haplotypes, il est 
ressorti que cette mutation a dérivé d’un ancêtre commun apparu il y a environ 15 
siècles. Tous les patients présentent un haplotype commun ce qui a permis à notre 
équipe de conclure que tous avaient un ancêtre commun qui vivait il y a environ 15 
siècles.  
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La prévalence de la mutation c.144delC dans la population générale Nord-
Africaine est de 1/50 soit une fréquence de la maladie dans la population magrébine de 
l’ordre de 1/10000. Cette fréquence est comparable à la fréquence des microdélétions du 
chromosome Y à ce jour estimée comme l’événement génétique non-chromosomique le 
plus fréquent altérant la spermatogenèse.  
En 2009, notre équipe a identifié chez deux frères qui étaient porteurs de la 
mutation c.144delC et d’une nouvelle mutation dans l’exon 6 : p.Cys 229Tyr 
(c.686>A). Cette substitution se situe sur le nucléotide 686 qui est conservé parmi 12 
espèces jusqu’au tétradon et a pour conséquence le remplacement d’une cystine par une 
tyrosine, deux acides amines présentant de grandes différences physico-chimiques 
(Dieterich et al., 2009). 
A.  Confirmation de la Tétraploïdie des SM par la technique de 
cytométrie en flux 
Plusieurs études effectuées par hybridization fluorescente in situ (FISH) ont 
démontré que les SM présentent un taux élevé d’anomalies chromosomiques et que tous 
les spermatozoïdes chez les patients macrocéphales, étaient aneuploïdes ou polyploïdes 
(tétraploïdies et diploïdies, plus rarement triploïdies (Devillard et al.,, 2002 ; Mateu et 
al., 2006 ; Guthauser et al., 2006 ; Perrin et al.,  2008). 
Il est difficile d’imaginer le mécanisme qui permettrait d’obtenir une telle 
hétérogénéité chromosomique gamétique.  
Afin d’élucider ce problème, notre équipe a pu développer une technique de 
cytométrie en flux pour mesurer directement la quantité d’ADN présente dans ces  SM. 
Quatre échantillons de sperme appartenant à quatre patients homozygotes pour la 
mutation c.144delC ont été analysés par cytométrie en flux. Les résultats indiquent que 
tous les spermatozoïdes étaient en fait tétraploïdes (Figure 25 et 26) (Dieterich et al., 
2009). 
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Figure 25 : Histogramme de cytométrie en flux obtenu après 
décondensation et marquage de l’ADN à IP.A) spermatozoïdes normaux provenant 
d’un donneur fertile (1n). B) Des leucocytes (2n). C) spermatozoïdes de patients 
porteurs de la mutation c.144delC à l’état homozygote (4n). L’axe des abscisses (FL2-
A) représente l’intensité de la fluorescence sur une échelle linéaire. Il est directement 
proportionnel à la quantité d’ADN fixée par chaque cellule analysée. L’axe des 
ordonnées représente le nombre de cellules et évènements analysés sur une échelle 
linéaire.  
 
 
Figure 26 : L’absence de la protéine AURKC entraîne un blocage des deux 
divisions méiotiques. Chez l’homme fertile le spermatocyte va subir deux divisions 
méiotiques (M1, M2) qui vont permettre de produire quatre gamètes haploïdes (contenu 
en ADN de 1C). Le blocage méiotique pourrait se produire après la première division 
méiotique (M1) mais on a pu observer que les spermatozoïdes macrocéphales étaient 
tétraploïdes (ils ont un contenu en ADN de 4C). Ces données indiquent que l’absence 
d’une protéine fonctionnelle AURKC entraîne un blocage de la spermatogenèse après la 
synthèse de l’ADN mais avant la 1ère division méiotique (Dieterich et al., 2009). 
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B. Comment expliquer les résultats des analyses par FISH des 
études précédentes ?  
Une majorité des spermatozoïdes analysés par FISH apparait comme diploïdes, 
ceci nous indique que la majorité des chromosomes homologues a initié sa ségrégation 
mais que les deux chromatides sont restées à proximité et apparaissent comme un seul 
signal FISH. Un petit pourcentage de spermatozoïdes apparaissant comme haploïde 
après l’analyse, indiquant que les bivalents ne sont pas séparés et que les quatre 
chromatides adjacentes donnent un seul signal après l’hybridation par FISH. Enfin des 
spermatozoïdes tétraploïdes ont également été détectés par FISH indiquant que pour ces 
gamètes les chromatides et les bivalents sont suffisamment séparés pour permettre 
l’identification de quatre signaux distincts. 
La différence observée entre les résultats par cytométrie et par FISH met 
clairement en évidence les limites de la FISH et montre que dans des situations 
particulières comme celle-ci, la superposition des signaux peut conduire à une sous-
estimation très importante du nombre de chromosomes/chromatides. 
C. La protéine Aurora Kinase C : AURKC 
1. Les Aurora kinases : 
Les protéines kinases sont des enzymes qui catalysent les réactions de 
phosphorylation des acides aminés ayant une fonction alcool : serine, thréonine et 
tyrosine. De nombreuses protéines kinases sont essentielles au déroulement du cycle 
cellulaire. Parmi celle-ci, les protéines de la famille Aurora sont des sérine /thréonine 
kinases qui ont des rôles importants dans la régulation du cycle cellulaire (Kimmins et 
al.,2007). En raison du grand nombre d’appellations attribuées à chacune de ces kinases, 
il a été proposé une nomenclature, sous les noms d’Aurora-A, -B et –C, les classant 
selon leur degré d’homologies de séquence et de fonction. Le nom attribué à cette 
famille correspond au nom du premier gène cloné chez la D. melanogaster, qui muté, 
entraine la formation de fuseaux de divisions monopolaires évoquant des figures 
d’aurore boréale (Bolton et al.,2002 ; Glover et al., 1995). Ces protéines kinases 
participent à la régulation centrosomale et aux fonctions microtubulaires, en assurant la 
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ségrégation correcte des chromosomes et l’achèvement efficace de la cytokinèse. La 
structure primaire des protéines Aurora est très divergente dans la partie N-terminale et 
très conservée dans la partie C-terminale (Figure 27 et 28). 
 
Figure 27 : Alignement des séquences en acides aminés des trois auroras kinases 
humaines. Les acides aminés conservés sont indiqués par des astérisques marron tandis 
que les trois résidus non conservés dans cette région sont indiqués en rouge (Bolanos-
Garcia, 2005). 
La partie N-terminale est un domaine riche en résidus basiques, elle est de 
longueur et de séquence très variable d’une aurora à l’autre. Des études ont permis de 
prouver que c’est cette partie amino-terminale des protéines Aurora qui détermine leur 
localisation (Giet and Prigent, 2001). En effet, chaque kinase possède une localisation 
cellulaire spécifique aux étapes de la division cellulaire : 
- La protéine Aurora-A est présente au niveau des centrosomes et des pôles du 
fuseau mitotique.  
- La protéine Aurora-B se localise au niveau des kinétochores jusqu’à la transition 
métaphase/anaphase, puis sur la partie centrale du fuseau. 
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- La protéine Aurora-C s’exprime principalement dans les cellules germinales 
mâles, dans lesquelles elle a une localisation centrosomale en anaphase 
uniquement (Nigg, 2001).  
La partie C-terminale des Aurora kinases est un domaine catalytique d’une 
longueur d’environ 250 acides aminés. Il est organisé en douze sous-domaines, ce qui 
est une caractéristique fréquente des sérine/thréonine kinases (Hanks et al.,1988). Ce 
domaine est commun aux trois Auroras, il est marqué par une boucle d’activation de 
motif « xRxTxCGTx » spécifique des Aurora kinases, et par un motif de dégradation de 
type « D-box » (RxxL), dont la fonctionnalité a été mise en évidence pour Aurora-A 
(Arlot-Bonnemains et al., 2001 ; Castro et al., 2002). 
Il existe deux types de domaines fonctionnels situés dans la partie N-terminale 
des protéines, la boîte de destruction D de motif oligopeptidique RxxL et la boîte de 
destruction KEN (K lysine ; E glutamate ; N aspartate) respectivement appelée « D-
box » et « KEN-box ». Le complexe APC/Cdc20 (complexe promoteur de l’anaphase 
associé à la protéine Cdc20) cible les protéines possédant un motif « D-box » 
uniquement, alors que le complexe APC/Cdh1 (complexe promoteur de l’anaphase 
associé a la protéine Cdh1) reconnaît les deux motifs. Le complexe APC/Cdc20 a pour 
rôle principal, d’assurer la séparation des chromatides sœurs et donc la transition 
métaphase/anaphase. 
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Figure 28 : Domaine d’organisation des Aurora Kinases A, B et C (Bolanos-Garcia, 
2005). 
Au cours du cycle cellulaire, les trois gènes des Aurora kinases subissent une 
forte régulation d’expression  pour chacun des trois gènes, l’abondance au niveau de 
l’ARNm comme au niveau protéique est faible en phase G1, augmente fortement lors de 
la phase G2 pour atteindre un pic au cours de la division cellulaire et décroître 
rapidement après celle-ci. Elles sont éliminées par protéolyse à la fin de chaque division 
cellulaire. 
Chez les mammifères, chacune des trois kinases assure des fonctions mitotiques 
différentes, illustrées par des localisations distinctes, mais toutes en relation directe avec 
le processus de ségrégation des chromosomes. Un défaut d’activité des kinases Auroras 
perturbe la division cellulaire et entraîne des problèmes de polyploïdie. Un intérêt 
grandissant est porté à ces protéines depuis que leur surexpression a été mise en 
évidence dans de nombreux cancers et corrélée à une instabilité chromosomique.   
2. La protéine AURKC : 
Aurora kinase C a été identifiée pour la première fois lors d’une étude effectuée 
par Tseng et coll en 1998. Cette kinase a été initialement nommée AIE1 chez la souris 
et AIE2 chez l’homme. La protéine AURKC est composée de 309 acides aminés et 
présente une masse moléculaire de 35,9 kD (Tseng et al., 1998). 
Aurora-A et Aurora-B s’expriment de façon ubiquitaire dans de nombreux 
tissus, en particulier dans les cellules en division, alors qu’une étude, effectuée par une 
analyse par Northern blot chez la souris et l’humain, a montré que la protéine AURKC 
s’exprime principalement dans le testicule. D’autres études ont pu montrer qu’AURKC 
s’exprime dans divers tissus humains avec un taux nettement inférieur à celui de son 
expression au niveau des cellules germinales males. 
Des analyses par immunofluorescence ont révélé qu’Aurora-C est localisée au 
niveau des centromères des  spermatocytes en Mitose I et II et lors des deux étapes de 
transitions entre l’anaphase I/télophase I et l’anaphase II/telophase II (Tang et al., 
2006). 
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La protéine AURKC est fortement exprimée au cours de la spermatogenèse et 
plus particulièrement au cours de la formation des deux fuseaux méiotiques. Le niveau 
d’expression de la protéine AURKC est faible durant la phase S et atteint son maximum 
pendant la transition G2 /M, ce qui indique son implication dans la régulation de la 
division cellulaire. Des études ont montré qu’AURKC se localise au niveau des 
centrosomes durant l’anaphase et y persiste jusqu’à la cytokinèse. Il a également été 
montré qu’AURKC colocalise parfaitement avec AURKB indiquant qu’AURKC est 
une protéine passagère qui interagit avec AURKB dans la régulation mitotique des 
cellules de mammifères. 
Ces protéines passagères sont localisées au niveau de l’hétérochromatine 
centromérique en fin de phase G2 puis sur les centromères en métaphase. Au moment 
de la ségrégation des chromatides sœurs, elles sont transférées sur les microtubules du 
fuseau central, où elles passent la fin de la division cellulaire. Elles doivent leur nom de 
« protéines passagères du chromosome » à ce phénomène de relocalisation effectué lors 
de la transition Métaphase/Anaphase, durant laquelle elles transitent du centromère sur 
les microtubules.
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A ce jour, au sein de notre laboratoire, nous avons pu collecter un total de 87 
patients présentant le phénotype de spermatozoïdes macrocéphales. Avant mon 
arrivée au laboratoire et mon implication dans le génotypage des patients AURKC, 
41 patients avaient été analysés et inclus dans les articles de (Dieterich et al., 2007, 
2009). Par la suite, nous avons continué notre recrutement et j’ai analysé 46 
nouveaux patients dont 2 frères d’origine tunisienne.  
Une analyse génétique complète du gène AURKC a été réalisée pour tous ces 
patients, ce qui a permis de mettre en évidence de nouvelles mutations. J’ai analysé 
plus particulièrement les deux frères atteints de macrocéphalie ainsi que leurs 
apparentés. Enfin j’ai réalisé le bilan des mutations identifiées sur la totalité de notre 
cohorte de 87 patients.  
 
 
=K$'2+)(%Z%_%&'()*$+,6,74(&%*$;),;?'K$9(&%
U!IZ\`IX%\I%B!I\MZ\#X%
 
 75 
PATIENTS ET MATERIELS 
!" '02=6B21%
Nous avons mené notre étude sur une cohorte de patients infertiles présentant 
des spermatozoïdes macrocéphales. A ce jour, au sein de notre laboratoire nous avons 
pu collecter un total de 87 patients présentant le phénotype de spermatozoïdes 
macrocéphales. 
• En mai 2008 nous avons reçu les prélèvements de deux frères d’origine 
tunisienne.  Suite à une analyse de routine du sperme, ils ont été diagnostiqués 
avec une macrozoospermie. Tous les deux avaient près de 100% de 
spermatozoïdes macrocéphales  
• Entre janvier 2008 et décembre 2011, nous avons reçu 44 prélèvements de patients 
présentant un taux de spermatozoïdes macrocéphales > 25%. Tous les patients ont 
consulté pour une infertilité primaire. Vingt patients ont été recrutés en Tunisie et 
sont d’origine tunisienne ou algérienne, et 24 patients ont été recrutés en France 
dont 8 sont d’origine européenne et 16 d’origine maghrébine. Parmi ces patients 
seulement deux sont frères (origine européenne) et tous les autres n’ont pas de lien 
de parenté.  
!!" #61%D5F0B2=CC:B1%Q=:C:J=U461%%
Les prélèvements dont nous disposons nous proviennent de 15 centres 
(différents) de biologie de la reproduction. Ces centres procèdent à des examens de 
sperme en vue de l’exploration de la fertilité masculine. Ils effectuent également la 
préparation et la congélation de sperme en vue de la fécondation in-vitro (FIV) et de 
l’injection intra-cytoplasmique de spermatozoïdes (ICSI).  
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A. Le sperme  
!Le recueil du sperme était pratiqué dans les laboratoires associés à l’étude. Il est 
pratiqué par masturbation après une abstinence sexuelle de 3 à 5 jours. Le sperme est 
recueilli dans un flacon stérile puis placé à une température de 37°C jusqu’à 
liquéfaction totale, un préalable nécessaire pour l’examen des spermatozoïdes. Ces 
recueils sont ensuite utilisés pour réaliser un spermogramme et un 
spermocytogramme. 
B. Le sang  
Une quantité de 5 ml de sang total destiné à l’étude moléculaire et plus précisément 
à l’extraction d’ARN et d’ADN sont prélevés dans un tube à EDTA.!
C. La salive  
%Une quantité de 2 ml de salive destinée à l’extraction d’ADN et ce à partir du kit 
salivaire Oragene DNA  (DNAGenotek,Ottawa, Canada). 
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METHODES 
Nous avons effectué des analyses moléculaires afin d’explorer le gène AURKC 
qui jusqu’à aujourd’hui est le seul gène décrit chez l’homme comme étant impliqué 
dans le phénotype de spermatozoïdes macrocéphales. 
!" *D2F:761%7A6V23052=:B%76%CA$W.%62%76%CA$).%
A. Méthode d’extraction d’ADN à partir de la salive 
L’ADN est extrait à partir d’échantillons salivaires. Environ 2 mL de salive est 
recueilli dans un tube spécial fournit par le  kit salivaire Oragene DNA 
(DNAGenotek,Ottawa, Canada). Une solution de lyse cellulaire est présente dans le 
couvercle du kit. A la fermeture du tube l’opercule est perforé et la solution de lyse est 
déversée dans la salive. Une étape de traitement thermique, à 50°C pendant 1 heure, est 
nécessaire  pour digérer les protéines et inactiver les nucléases. L’extraction est réalisée 
à partir d’un volume de 500µL de salive « lysée » qui est transféré dans un tube de 
1,5mL. Dans chaque tube, un volume de 20µl du produit « Oragene Purifier » est ajouté, 
ce produit contient des « chélateurs » d’impuretés. L’étape suivante consiste à incuber le 
mélange dans la glace pendant 10 minutes. Les impuretés sont ensuite éliminées par 
centrifugation pendant 5 minutes à 13000 rpm (ou x 15000g).  
Par la suite, le surnageant qui contient l’ADN est transféré dans un nouveau 
tube. Le même volume en éthanol 95% est ajouté au surnageant, puis le tout est 
mélangé 10 fois par retournement. Durant cette étape de mélange l’ADN sera précipité. 
Selon la quantité d’ADN dans l’échantillon, l’ADN pourra apparaître sous forme de 
pelote d'ADN ou de fibres.  
Après un temps d’incubation de 10 minutes à température ambiante, on réalise 
une centrifugation d’une durée de 2 minutes à 13000 rpm afin de précipiter la pelote sur 
la paroi du tube ce qui va nous permettre de la récupérer en éliminant le surnageant.  
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Un temps de séchage de l’éthanol est nécessaire pour pouvoir récupérer 
uniquement l’ADN. Ajouter 100 µL de TE (10 mM Tris-Cl et 1 mM EDTA) à la pelote 
d’ADN, puis laisser dissoudre la pelote à température ambiante pendant toute la nuit, 
puis stocker l’ADN à -20°C. 
B. Méthode d’extraction d’ADN à partir de sang au chlorure de 
guanidine 
La méthode d’extraction de l’ADN à partir de sang nécessite une première étape 
de lyse des globules rouges et ce par la réalisation de dilutions successives en milieu 
hypotonique (10mM NaCl, 10mM EDTA et 10Mm Tris-HCl). Après avoir éliminé les 
globules rouges du sang, il faut récupérer l’ADN des leucocytes.  
Pour cela il faut  reprendre le culot des leucocytes dans 7ml de chlorure de 
guanidine (6M), 500 µl de l’acétate de sodium (7,5M), 500µl de sarkosyl (20%) et 75 µl 
protéinase K (10 mg/ml), puis effectuer une incubation d’une durée d’une 1h à 60°C 
pour lyser les  cellules. 
L’étape suivante consiste à précipiter l’ADN avec de l’éthanol, ajouter 17,5 ml 
d’éthanol absolu à -20°C, agiter doucement à la main (formation d’une pelote), rincer 
deux fois la méduse dans 10 ml d’éthanol 70% , reprendre par 250 à 500 µl de TE 10/1. 
C. Méthode d’extraction d’ARN 
1. Une première étape : Extraction des cellules mononuclées à  partir du sang  
Pour un volume de 10 ml de sang ajouter 10ml de Ficoll. Effectuer une dilution 
du sang au demi avec une solution isotonique. Dans notre cas, nous avons rajouté un 
milieu de culture. Mettre 10 ml de ficoll® 400 by Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, 
USA dans un tube de 50 ml. Ajouter à l’aide d’une pipette le sang dilué au-dessus du 
ficoll en le déversant très doucement le long de la paroi du tube (faire très attention pour 
ne pas mélanger les deux solutions). Effectuer une centrifugation à température 
ambiante pendant une durée de 30 minutes à 400 g. Après la centrifugation, récupérer 
l’anneau qui contient les cellules mononuclées (PBMCs pour Peripheral Blood 
Mononuclear cells). Effectuer un lavage avec le même milieu de culture, centrifuger le 
mélange à 1500 rpm pendant 10 min. Récupérer le culot (Figure 29). 
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Figure 29 : La séparations des cellules du sang grâce au Ficoll 
2. Une deuxième étape : Extraction d’ARN à partir des cellules mononuclées 
L’extraction d’ARN à partir des cellules mononuclées a été réalisée par deux 
techniques différentes :  
La 1ère méthode par le Kit Macherey Nagel NucleoSpin® RNA II columns 
(Macherey Nagel, Hoerdt, France) conformément aux indications du fabriquant. 
La 2ème méthode par extraction au trizol : après la décongélation de l’échantillon 
préalablement stocké  dans du Trizol, il faut le transférer dans un tube  Eppendorf 1.5 
ml. Pour un volume de 1000µl (culot blanc+ Trizol) ajouter 200 µl de chloroforme, 
incuber le mélange 5min dans la glace ; par la suite, effectuer une centrifugation d’une 
durée de 15 min à 13 000 T/min à 4°C. Après centrifugation, prélever la phase 
supérieure qui contient l’ARN dans un tube RNase free. Ajouter dans le tube qui 
contient l’ARN le même volume en isopropanol. Après une incubation de 30min à 
20°C, effectuer une centrifugation pendant 15 min à 13 000 T/min à 4°C. Enlevez le 
surnageant et effectuer 2 lavages à l’éthanol 70%, vortexer. Eliminer l’éthanol et laisser 
sécher, puis reprendre le culot dans 10 à 20 µl d’H2O DEPC. 
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A. Amplification par réaction de PCR (Polymerase Chain 
Reaction) du gène candidat 
La réaction de polymérisation en chaîne (PCR) est une technique qui permet 
d’amplifier des séquences d’ADN de manière spécifique. Elle correspond aussi à la 
succession d’une trentaine de cycles comportant chacun 3 étapes : La dénaturation qui 
permet la séparation des deux brins d’ADN, l’hybridation des amorces et l’élongation 
qui permet la synthèse des nouveaux brins. 
Etant donné que la mutation c.144delC de l’exon 3 est retrouvée chez une 
grande majorité de patients, une amplification par PCR de l’exon 3 est effectuée en 
premier pour tous les patients qui présentent dans leurs spermocytogrammes un 
pourcentage de SM supérieur à 25%. Dans le cas où la mutation c.144delC n’est pas 
présente à l’état homozygote, une amplification de la totalité des exons du gène AURKC 
est effectuée afin de rechercher d’autres variants au sein de ce gène qui peuvent être 
responsables de la macrocéphalie des spermatozoïdes. Tous les couples d’amorces 
(Annexe I) qui amplifient les 7 exons du gène AURKC possèdent la même température 
d’hybridation qui est égale à 60°C. Les réactifs utilisés lors de la réaction de PCR sont 
indiqués dans le tableau 2. 
Tableau 2 : Volume et concentration utilisées pour chaque réaction de PCR 
Réactifs de la PCR Volume 
ADN génomique (50ng/µl) 2 µl 
Amorce sens (10µM) 3 µl 
Amorce Anti-sens (10µM) 3 µl 
Tampon 10X 3 µl 
dNTP (25mM) 3 µl 
Glycerol (50%) 3 µl 
Taq polymerase  0,2 µl 
H2O 12,8 µl 
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B. Séquençage des produits amplifiés 
Avant d’effectuer un séquençage par la méthode de Sanger sur les produits 
amplifiés, des étapes de purification de ces produits et de préparation au séquençage 
sont nécessaires. Toutes les analyses ont été effectuées en utilisant le kit BigDye 
Terminator v3.1. 
1. La purification des produits de la PCR 
L’étape de purification des produits d’amplification est nécessaire car elle va 
permettre l’élimination des amorces et des dNTPs en excès dans les produits amplifiés. 
Il existe plusieurs méthodes de purifications et la méthode utilisée dans notre laboratoire 
est la purification enzymatique en utilisant la solution ExoSAP. Afin d’effectuer cette 
purification, il faut prélever un volume de 10µl d’amplifiat auquel il faut rajouter 2µl 
d’ExoSAP.  
L’ExoSAP contient deux enzymes thermolabiles : l’Exonucléase I qui dégrade 
les ADN simples brins et la phosphatase alcaline de crevette (SAP) qui hydrolyse les 
dNTPs libres. L’enzyme est activé à 37°C et inactivé à 80°C. 
2. Réaction de séquence 
Un coffret contenant le mélange ou « Mix » est déjà prêt à l’emploi. Il s’agit du 
Mix de séquence (Big dye-Terminator cycle sequencing Ready Reaction Kit) fourni par 
Applied BioSystem. Une réaction de séquence est réalisée sur les amplifiats par l’ajout 
de ce Mix qui contient les réactifs suivants : les désoxyribonucléotides (dNTPs) les 
didésoxyribonucléotides (ddNTPs), MgCl2, un tampon Tris HCL pH=9 et l’Ampli Taq 
polymérase. Les réactifs nécessaires à la réaction de séquence sont indiqués dans le 
tableau 3. 
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Tableau 3 : Volumes des réactifs utilisés pour une réaction de séquence 
Produit Volume 
Mix BigDye/tampon 2,5µL 
Amorce 1,6µL à 2pmol/µL 
Amplifiat 5,9µL (/H2O) 
Volume final 10µL 
 
Après l’ajout des différents réactifs, la réaction de séquence est réalisée dans un 
thermocycleur selon le programme suivant : une 1ère étape de dénaturation de l’ADN à 
96°c pendant dix secondes, suivie d’une étape d’hybridation de l’amorce sur le brin 
matrice à 50°c. Enfin l’élongation du brin d’ADN est stoppée par l’incorporation du 
ddNTP marqué par un fluorochrome. On aura ainsi tous les fragments d’ADN qui 
diffèreront d’un seul nucléotide. Ce programme sera réalisé pendant 25 cycles. 
3. Purification des produits de la réaction de séquence 
La purification est une étape qui sert à éliminer les excès de Mix et d’amorces 
utilisés précédemment pour la réaction de séquence. Celle-ci se fait en plusieurs étapes :  
-  Préparation du mélange contenant : 1 µl d’EDTA (125 mM), 1 µl 
d’acétate de Na (3M) et 50 µl d’Ethanol 100% 
- Ajout de 52 µl du mélange dans chaque puits. 
- Incubation à température ambiante pendant15 minutes 
- Centrifugation à 2000g pendant 45 minutes à 4°C 
- Centrifugation des barrettes retournées pendant 10 secondes pour 
éliminer le surnageant 
- Ajout d’Ethanol 70 % 
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- Vortexer pour homogénéiser la solution puis centrifuger pendant 15 
minutes à 180g à 4°C en retournant les barrettes sur papier absorbant 
pour éliminer le surnageant  
- Ajout de formamide dans les barrettes pour reprendre le culot contenant 
les réactions de séquences purifiées afin de pouvoir effectuer le 
séquençage des amplifiats purifiés. 
4. L’étape du séquençage  
Le séquençage des produits purifiés est effectué par  le séquenceur ABI 3130XL 
seize capillaires. Les réactions de séquences seront chargées sur ces différents 
capillaires qui seront plongés dans des tampons de migration où une électrophorèse sera 
effectuée. Ceci permettra la lecture des ddNTPs qui sont incorporées à la fin des 
fragments d’ADN. Les petits fragments migreront plus vite que les gros. Chacun de 
ddNPT (A,T,C,G) est marqué d’un fluorophore différent. Cela permettra une lecture de 
notre séquence sur électrophérogramme.  
C. RT-PCR  
La transcription inverse est réalisée avec 5µl d’ARN extrait (environ 500 ng). 
L’hybridation de l’oligo dt est réalisée par une incubation de 5 minutes à 65°C puis les 
tubes sont placés immédiatement dans la glace. Les réactifs suivants sont rajoutés dans 
l’ordre : 3 µl d’oligo dT (10 mM, Pharmacia), 0,8 µl dNTPs (25mM, Roche 
diagnostics), 6,2 H2O DEPC. Par la suite, la transcription reverse est réalisée pendant 
30 minutes à 55°C après l’addition de 4 µl de tampon 5X, 0.5 µl RNase inhibitor et 0.5 
µl Transcriptor Reverse transcriptase (Roche Diagnostics). Deux µl d’ADNc obtenu 
sont utilisés pour effectuer une amplification par PCR. 
Afin d’amplifier l’ADNc du gène AURKC nous avons choisi le couple d’amorce 
suivant : l’amorce sens est localisée sur l’exon 4 
(CAATATCCTGCGCCTGTATAACT) et l’amorce anti-sens est localisée sur l’exon 6 
(TCATTTCTGGCGGCAAGT) la taille prévue de la séquence amplifiée grâce à ces 
deux amorces est de 329 pb. La PCR a été effectuée selon les conditions suivantes : 
58°C X 40 cycles. Nous avons réalisé en parallèle une RT-PCR avec un couple 
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d’amorce qui amplifie un gène exprimé de manière ubiquitaire, le gène GAPDH 
(glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase), les amorces que nous avons utilisées 
sont les suivantes (Fw :GAG TCA ACG GAT TTG GTC GT) et (Re : TTG ATT TTG 
GAG GGA TCT CG) la taille prévue de la séquence amplifiée grâce à ces deux amorces 
est de 238pb . Nous avons effectué la PCR selon les conditions suivantes: 35X60°C 
D. HRM : High Resolution Melting 
1. Principe de la technique HRM  
La fusion à haute résolution HRM est une extension de l’analyse en courbe de 
fusion dont l’objectif principal est de cribler et d’identifier de nouveaux variants en 
utilisant uniquement des amorces spécifiques. Cette technique nécessite une bonne 
homogénéité thermique du thermocycleur et une grande sensibilité optique du scanner 
permettant ainsi de détecter de petits changements de fluorescence lors de la réalisation 
des courbes de fusion. 
Cette technique nécessite l’intégration d’un fluorochrome s’intercalant à l’ADN 
double brin. L’intercalant Résolight (Roche diagnostics) est utilisé. Il ne se fixe pas sur 
l’ADN simple brin mais fluoresce fortement quand il est fixé à l’ADN double brin. 
Après la réaction de PCR, la température est augmentée de façon progressive ce qui 
entraîne une dénaturation de certains fragments d’ADN, entrainant la libération du 
fluorochrome et provoque une baisse de fluorescence. En dénaturant progressivement 
un amplifiat, on obtient un profil de dénaturation qui est spécifique au fragment analysé. 
La présence d’un variant nucléotidique au sein d’un amplifiat entrainera donc une 
modification de la courbe de fusion par rapport à celle obtenue pour la séquence 
normale. Cette technique est particulièrement efficace pour détecter les variations 
présentes à l’état hétérozygote. L’ADN hétérozygote forme des molécules 
hétéroduplexes qui commencent à se séparer en simples brins à des températures plus 
basses que l’ADN homozygote qui forme des homoduplexes. Cela se traduira par des 
profils de dissociations différents selon qu’il s’agit d’un ADN homo ou hétérozygote. 
De plus, la forme de la courbe diffère entre les différents hétérozygotes selon leur 
séquence. 
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2. Détails de la technique d’HRM  
Nous avons utilisé pour effectuer cette technique le LightCycler 480 (Roche 
Diagnostics). Pour que l’HRM soit robuste, il est important que les conditions de PCR 
soient optimales. Tout d’abord, les produits d’amplification doivent être courts, de taille 
comprise entre 100 et 250 pb car un amplicon de grande taille peut avoir plusieurs 
domaines de fusion. Il est recommandé d’ajuster tous les échantillons à la même 
concentration d’ADN de façon à minimiser la dispersion en point final des courbes de 
fusion. Pour cela nous avons utilisé une quantité d’ADN égale à 20 ng. Pour les autres 
réactifs nous avons utilisé les volumes suivant : un volume de 0,4 µl pour les amorces 
(10µM), 5µl de Master Mix et 1,2µl de Mgcl2 (3mM). 
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RÉSULTATS 
!" $B0CO16%761%3D14C2021%%761%764V%>3?361%9053:;::5D8F0C61%
A. Résultats du spermogramme et spermocytogramme chez les 
deux frères macrozoocéphales 
Les deux frères d’origine tunisienne ont effectué à plusieurs reprises des 
examens d’exploration de l’infertilité masculine au sein de la Clinique des jasmins de 
Tunis. L’analyse des spermogrammes et des spermocytogrammes indique une 
oligoasthénotératospermie avec la présence de 100% de spermatozoïdes macrocéphales 
pour les deux frères (tableau 4). Onze tentatives infructueuses d’ICSI (6 pour le patient 
1 et 5 pour le patient 2) ont été réalisées pour les deux frères entre 1999 et 2005. Celles-
ci ont été possibles grâce à l’identification de quelques spermatozoïdes d’apparence 
normale dans le sperme des deux frères. Ces tentatives ont été réalisées avant la 
caractérisation du gène AURKC.  
Tableau 4 : Les paramètres du sperme pour les deux frères 
Patients II:1 II:2 
Volume du sperme (ml) 3 3 
Concentration spz  x106 per ml 0.9 0.8 
Cellules rondes (x106 cells) 12 1 
Mobilité A+B, 1 h (%) 8 7 
Vitality (%) 35 48 
Spermatozoïdes macrocéphales (%) 100 100 
Spermatozoïdes multiflagelles (%) 28 52 
Indice d’anomalies multiples 3.52 3.6 
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B. Résultats des analyses moléculaires du gène AURKC pour les 
deux frères macrozoocéphales 
1. Séquençage du gène AURKC 
Des échantillons de salive ont été prélevés chez les deux frères ainsi que tous les 
membres de leur famille. Après une extraction d’ADN à partir de ces prélèvements une 
analyse du gène AURKC a été effectuée. Le séquençage de l’exon 3 du gène AURKC 
contenant la mutation c.144delC a révélé la présence de cette mutation à l’état 
hétérozygote chez les deux frères. Par la suite, le séquençage des autres exons du gène 
AURKC a révélé la présence d’une 2ème mutation à l’état hétérozygote  c.436-2A>G.  
Des prélèvements salivaires ont pu être obtenus pour tous les membres de la 
famille. Les deux frères (II:1et II:2) et leur sœur (II: 4) sont hétérozygotes composites 
pour les deux mutations c.144delC et c.436-2A>G alors que leurs parents (I:1 et II :2) 
sont porteurs à l’état hétérozygote d’une des deux mutations (Figure 28). 
 
Figure 30 : Arbre de la famille des deux frères d’origine tunisienne. II:1, II:2 et II: 4 
sont hétérozygotes composites pour c.144delC et c.436-2A>G, et les parents I :1 et I :2 
sont chacun porteurs hétérozygotes d’une des deux mutations citées précédemment. 
Cette nouvelle mutation c.436-2A>G est une substitution d’une Adénine (A) par 
une Guanine (G) localisée deux nucléotides avant l’exon 5. (Figure 31) 
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Figure 31 : Séquences des patients indiqués dans la figure 28. L’absence de la 
cytosine au niveau du nucléotide 144 à l’état hétérozygote est indiquée chez les patients 
I : 1, II : 1, II : 2 et II : 4 et la présence du variant c.436-2A>G niveau du site accepteur 
de l’exon 5 est indiquée chez les mêmes patients. 
2. Les conséquences de la mutation identifiée (c.436-2A>G) sur l’épissage 
Rappel sur l’épissage : chez les mammifères, les ARN pré-messagers issus de 
la transcription sont classiquement composés de plusieurs exons qui sont interrompus 
par des introns. Afin de générer des ARN matures prêts à être traduits, ces exons 
doivent être identifiés et assemblés les uns à la suite des autres. L’épissage des pré-
ARNm est dirigé par des éléments de séquence en cis indispensables au recrutement de 
la machinerie d’épissage. Le dinucléotide GT est généralement situé à la jonction exon-
intron, et constitue la borne 5’ de l’intron, on parle de site  donneur d’épissage. Le 
dinucléotide AG est généralement situé à la borne 3’ de l’intron, on parle dans ce cas de 
site accepteur d’épissage. 
Le nouveau variant identifié c.436-2A>G consiste en une substitution qui touche 
un site consensus susceptible d’être crucial pour l’épissage. Les mutations situées au 
niveau du site accepteur consensuel d'épissage modifient ce dernier et entraînent 
généralement une perte de l'exon situé en aval de ce site. 
Nous avons effectué deux études in silico par des programmes de prédiction de 
l’effet du variant trouvé sur l’épissage et les deux programmes utilisés sont les 
suivants : http://www.fruitfly.org/seqtools/splice.html et http://rulai.cshl.edu/cgi 
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bin/tools/ESE3/esefinder.cgi. Ils ont indiqué que le variant c.436-2A>G provoque la 
non reconnaissance du site accepteur par la machinerie d’épissage ce qui entrainerait la 
reconnaissance du site accepteur suivant qui est localisé deux nucléotide en amont de 
l’exon 6 et donc la perte de l’exon 5. 
Afin de vérifier l’effet de la mutation sur l’épissage, nous avons pu effectuer pour 
le patient P1, une extraction d’ARN à partir de leucocytes, suivie d’une RT-PCR. Par la 
suite les produits d’amplification ont été séquencés. L’analyse de la séquence de 
l’ADNc, nous a permis de constater l’absence de l’exon 5 chez notre patient (résultats 
indiqués dans la figure 32). 
 
 
Figure 32 : Analyse de la Transcription pour le patient II:1[c.436-2A>G, 
c.144delC] et trois  témoins fertiles. A) L’électrophorèse montre les résultats de la RT-
PCR avec le couple d’amorce AURKC4-6. Une bande qui correspond à la taille 
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attendue est obtenue (329 pb) pour les 3 Témoins (C1-C3). Une bande de taille égale à 
180 pb est obtenue pour le patient II :1. B) L’analyse des séquences des produits 
amplifiés confirme que l’ARNm du patient II:1 est en effet dépourvu de l’exon 5 
comme illustré dans le schéma C. C) Montre le saut de l’exon 5 lors de l’épissage 
provoqué par la présence de la substitution localisée au niveau du site accepteur. 
3. Validation de l’absence du variant (c.436-2A>G) trouvé dans la population 
générale par HRM 
Afin d’exclure la possibilité que le variant c.436-2A>G soit un variant commun 
à la population étudiée, nous avons analysé l’exon 5 du gène AURKC pour 100 
individus d’origine nord-africaine. L’analyse a été effectuée par HRM (HRM pour High 
Resolution Melting) (figure 31). 
 
Figure 33 : Analyse de la fusion à haute résolution  de l’amplification de l’exon 5 du 
gène AURKC pour des témoins de la population générale nord-africaine en bleu et en 
rouge les patients (II:1, 2, 4) qui portent le variant  c.436-2A>G à l’état hétérozygote.  
Cette méthode permet de mettre en évidence la présence de variants dans des 
fragments amplifiés. Nous avons appliqué cette méthode pour trois patients porteurs de 
la mutation c.436-2A>G à l’état hétérozygote et chez 100 individus contrôle. Aucun 
variant nucléotidique n’a été détecté chez les individus contrôle testés. 
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A. Analyse des résultats moléculaires  
Nous avons analysé 44 patients présentant un phénotype typique avec en 
moyenne de 70% de spermatozoïdes macrocéphales (Tableau 5).  
Tableau 5 : Paramètres du spermogramme et du spermocytogramme pour les 44 
patients 
Caractériques du spermogramme 
 et du spermocytogramme 
Moyenne 
Volume du sperme (ml) 3.5 
Concentration spz x106 per ml 9,7 
Cellules rondes (x106 cells) 1,5 
Mobilité A+B, 1 h (%) 9,67 
Vitality (%) 47 
Spermatozoïdes macrocéphales (%) 71 
Spermatozoïdes multiflagelles (%) 27,9 
Indice d’anomalies multiples 2,97 
 
Une première analyse moléculaire a été effectuée par un séquençage de l’exon 3 
du gène AURKC. Suite à ce séquençage, nous avons identifié la présence de la mutation 
c.144delC chez un total de 27 patients à l’état homozygote et chez 2 patients à l’état 
hétérozygote. Par la suite, un deuxième séquençage a été effectué chez les patients 
porteurs de la mutation c.144delC à l’état hétérozygote (n=2) et chez les patients pour 
qui nous n’avions pas identifié de mutation (n=15).  
Le séquençage de tous les exons du gène AURKC a donc été réalisé chez 17 
patients. Il a révélé l’existence d’un nouveau variant localisé au niveau de l’exon 6 du 
gène AURKC chez 10 patients non-apparentés (18 allèles). Parmi ces patients 4 sont 
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d’origine européenne et 6 d’origine nord-africaine. Il s’agit d’une mutation non!sens 
(stop), p.Y248*, qui transforme une Tyrosine en un codon stop.  
Au total, nous avons identifié la présence de la mutation c.144delC à l’état 
homozygote chez 27 patients. En ce qui concerne la nouvelle mutation stop p.Y248*, 
nous l’avons identifiée chez 11 patients (10 cas index), nous l’avons identifiée à l’état 
homozygote chez 6 patients d’origine nord-africaine et 2 patients d’origine européenne, 
et à l’état hétérozygote chez deux autres patients européens (hétérozygotes composites 
porteurs des mutations p.Y248* et c.144delC). Aucune mutation n’a été identifiée chez 
les 6 patients restants.  
1. Analyses des transcrits porteurs du variant p.Y248* 
Dans le cas où les transcrits portant la mutation stop au niveau du gène AURKC 
sont traduits, une activité résiduelle peut toutefois s’effectuer à partir d’un peptide 
raccourci. Nous avons donc effectué une RT-PCR à partir d’ARNm extrait à partir de 
leucocytes d’un patient présentant la mutation p.Y248* à l’état homozygote. J’ai réalisé 
en parallèle une RT-PCR avec un couple d’amorce qui amplifie un gène exprimé de 
manière ubiquitaire, le gène GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase). 
L’amplification par RT-PCR de GAPDH permet d’observer la présence d’une 
amplification pour les témoins et pour le patient malade (Figure 34 B) attestant de 
l’intégrité de l’ARN pour le patient comme pour les contrôles. En revanche, la RT-PCR 
des transcrits du gène AURKC montre que l’ARNm du gène AURKC n’est pas présent 
chez le patient qui possède le variant p.Y248* à l’état homozygote (Figure 34 A). Ceci 
indique qu’il y a eu une dégradation de l’ARNm par le mécanisme de contrôle NMD 
(non-sense mediated mRNA decay) ; 
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Figure 34: A) La RT-PCR suivie de la migration sur gel d’agarose montre la présence 
d’une amplification spécifique de l’ADNc du gène AURKC chez les deux contrôles C1 
et C2 alors qu’un duplicat effectué pour un patient p.Y248* homozygote (P1-1 et P1-2) 
ne présente pas d’amplification. B) La migration sur gel d’agarose montre la présence 
d’une amplification spécifique du transcrit du gène GAPDH pour les 2 patients et les 
deux contrôles testés, validant ainsi l’efficacité de l’extraction d’ARN et la reverse 
transcription pour notre patient P1. 
2. Haplotype des patients porteurs de la mutation p.Y248* 
Nous avons effectué une étude par des marqueurs microsatellites adjacents afin 
d’identifier l’haplotype des patients qui présentent la mutation stop. Tous les patients 
présentaient un haplotype commun : ces résultats ont permis de conclure que tous 
avaient un ancêtre commun (Tableau 6). 
Tableau 6 : Haplotype des patients porteurs de la mutation récurrente p.Y248* 
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3. Calcul de la fréquence du polyorphisme c.930+38G>A chez des témoins 
maghrébins et européens par HRM  
Nous avons identifié la présence d’un polymorphisme c.930+38G>A 
(rs35582299) localisé sur la partie 3’UTR qui coségrège parfaitement avec le variant 
pY248*. Nous avons voulu connaître la fréquence de ce polymorphisme dans la 
population européenne et nord-africaine. Pour cela, nous avons effectué une analyse par 
HRM sur 100 témoins d’origine maghrébine et 100 témoins d’origine européenne Chez 
nos témoins nous avons recherché la mutation non-sens localisée sur l’exon 6 (p.Y248*) 
ainsi que le polymorphisme (c.930+38G>A) localisé sur la partie 3’UTR. Aucun témoin 
n’était porteur de la mutation (p.Y248*). Concernant le polymorphisme, nous l’avons 
identifié à l’état hétérozygote chez 3 témoins européens et 5 témoins maghrébins. Ceci 
indique une fréquence d’hétérozygotie de 4%. Nous avons consulté la base de données 
UCSC genome bioinformatics qui recense les variations observées chez 1097 témoins. 
Dans cette base, le variant c.930+38G>A a été rertrouvé à l’état hétérozygote chez 4,1% 
des individus. Ces résultats concordent avec ce que nous avons trouvé par HRM,  
B. Les paramètres du sperme mesurés et le génotype des patients 
macrozoocéphales  
Tous les patients mutés avaient une grande majorité de spermatozoïdes 
macrocéphales (moyenne 82%), 37% parmi eux présentent plusieurs flagelles. Il n’y 
avait pas de différence dans les paramètres de sperme des patients présentant la 
mutation c.144delC et ceux présentant la mutation p.Y248*. Les patients pour lesquels 
aucune mutation au niveau du gène AURKC n’a été identifiée avaient des paramètres 
spermatiques moins altérés que ceux pour qui des mutations sur le gène AURKC ont été 
identifiées, avec une meilleure mobilité et surtout un pourcentage de SM moins 
important (50%). 
Le tableau 7 regroupe les données des spermatogrammes des 44 patients ayant 
des spermatozoïdes macrocéphales. Toutes ces données ont été regroupées selon les 
génotypes des patients et par la suite nous avons essayé de comparer les différentes 
valeurs des paramètres des spermogrammes des 3 groupes de patients. 
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Tableau 7 : Les paramètres du sperme mesurés selon le génotype du patient. Les 
valeurs indiquées sont les moyennes. La colonne pY248* regroupe les patients 
homozygotes et les patients hétérozygotes composites porteurs de la mutation 
c.144delC. 
Patients c.144delC 
(n=27) 
pY248* (n=11) Pas de mutation 
(n=6) 
Le volume du sperme (ml) 3.3 3.8  3.4  
Nb  de spz x 106 per ml 8 10.6  10.5  
Cellules rondes (x106 cells) 1  2.3  1.1  
Mobilité A+B, 1 h (%)  10.3  5.7  13  
Vitalité (%) 43.5  42.5  55  
Spz normaux (%) 0 0.3 3.5 
Spz macrocéphales(%) 82.9  80.3  49.8  
Indice d’anomalie Multiple  3.2  3.3  2.4  
Le 1er et le 2ème groupes contiennent les paramètres des patients, qui sont 
porteurs respectivement des mutations récurrentes c.144delC et pY248*, alors que le 
3ème groupe contient les paramètres des patients qui ne sont pas porteurs de mutations au 
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niveau du gène AURKC. Comme nous l’avons démontré les patients porteurs des 
mutations au niveau de l’exon 3 et l’exon 6 du gène AURKC ne possèdent pas de 
protéine AURKC étant donné que l’ARNm issus d’ADN porteurs de ces variants est 
dégradé par le mécanisme NMD. Il n’existe pas de différence phénotypique entre ces 
deux groupes de patients puisque ces deux groupes présentent une absence de la 
protéine AURKC. Chez les 6 patients qui n’ont pas de mutations au niveau du gène 
AURKC on note en revanche que les paramètres du spermogramme sont moins mauvais 
que ceux des patients avec des mutations. En effet, on remarque une amélioration en 
termes de vitalité et de concentration de spermatozoïdes normaux et une diminution du 
pourcentage de spermatozoïdes avec une large tête et des flagelles multiples 
Les patients provenaient de différents centres et malgré un respect commun pour 
les directives de l’OMS (1999), d’importantes variations ont été observées pour les 
individus présentant un génotype identique. 
D’après notre expérience, les patients porteurs d’une mutation ne présentent pas 
de spermatozoïdes typiques et ont une grande majorité de spermatozoïdes à grosse tête. 
Il faut souligner que les données portant sur le sperme et provenant de laboratoires 
différents (dans notre cas 15 centres de prélèvement) ne peuvent être considérées ni 
comme des données exactes ni comme des données strictement comparables. Ce point 
peut être responsable de l’écart important observé au  niveau des caractéristiques 
morphologiques typiques de ce phénotype telles que la concentration des 
spermatozoïdes à grosses têtes et le taux de spermatozoïdes multiflagellés. 
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DISCUSSION 
!" *4202=:B%7AD8=110J6%5"T@PZ[$\-%
L’analyse d’une large cohorte de patients (n=87) nous a permis d’identifier deux 
nouvelles mutations du gène AURKC. La mutation c.36-2A>G a été identifiée 
uniquement à l’état hétérozygote chez deux frères. Tous deux étaient également porteurs 
de la mutation récurrente la c.144delC. La mutation c.36-2A>G est située au niveau du 
site accepteur d’épissage de l’exon 5, site prédit pour être nécessaire à l’épissage de 
l’ARNm. 
Les logiciels de prédiction d’épissage indiquent que le variant c.36-2A>G entraîne 
le saut de l’exon 5 sans qu’il y ait de perturbation du cadre de lecture. Ces résultats ont 
pu être confirmés par séquençage du produit de RT-PCR. Ce saut d’exon donne comme 
résultat l’absence des acides aminés 146-195 de la protéine AURKC chez les 2 frères 
porteurs de ce variant. Les acides aminés concernés par cette absence sont localisés dans 
le domaine catalytique de la protéine et on s’attend donc à ce que la protéine tronquée 
soit non-fonctionnelle.  
L’analyse du cDNA d’un des frères nous a permis d’observer une bande de taille 
réduite qui correspond au cDNA codé par l’allèle porteur du variant c.36-2A>G . Nous 
n’avons cependant pas observé de bande de taille normale. Cela indique que le transcrit 
porteur de la mutation c.144delC est dégradé par le mécanisme de contrôle de l’ARNm, 
le NMD (nonsense-mediated mRNA decay) ou dégradation des ARNm non-sens. Il 
s’agit d’un mécanisme de surveillance cellulaire, qui se traduit par la dégradation des 
transcrits contenant un codon de terminaison prématuré (PTCs : premature termination 
codons). Ce mécanisme est important car il permet de limiter la présence de protéines 
tronquées qui pourraient avoir un effet dominant négatif et donc être dommageable pour 
la cellule et l’organisme. 
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Les cas des frères étudiés ici ont un phénotype typique de macrocéphalie avec une 
concentration en spermatozoïdes qui est faible (<1M/ml) alors que la concentration 
moyenne de sperme mesurée dans une série de 32 patients homozygotes pour la 
mutation c.144delC, était de 7,2 M/ml. Cela pourrait indiquer que la présence de la 
protéine tronquée pourrait avoir un effet sur la concentration des spermatozoïdes. 
Chez les deux frères, des spermatozoïdes d’apparence normale ont pu être 
observés et sélectionnés pour une prise en charge thérapeutique par ICSI (injection 
intracytoplasmique de spermatozoïde). Alors que pour les patients porteurs de la 
mutation c.144delC à l’état homozygote, ces spermatozoïdes ont été rarement observés, 
ce  qui indique que la protéine tronquée pourrait préserver une fonctionnalité permettant 
à quelques spermatozoïdes de passer la méiose.  
Un total de onze tentatives d’ICSI a été effectué pour les deux frères mais aucune 
grossesse n’a pu être observée. Ces résultats confirment qu’aucune ICSI ne devrait être 
tentée pour les patients qui présentent une mutation au niveau du gène AURKC. 
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La 2ème mutation récurrente identifiée sur un total de 87 patients présentant une 
macrozoospermie, est une mutation non-sens localisée au niveau de l’exon 6. Nous 
avons  identifié cette mutation p.Y248* chez un total de 11 patients non apparenté, 
d’origines maghrébine et européenne. 
Nous avons observé que cela représente 13% des allèles mutés et que 85% des 
allèles restants portent la mutation initialement décrite, la c.144delC. Etant donné que 
cette mutation est une mutation non-sens nous nous attendions à ce que cette mutation 
p.Y248* ait un effet grave sur la protéine. Nous avons tout de même voulu évaluer 
l’effet de cette mutation sur la protéine. Bien qu’AURKC soit préférentiellement 
exprimé dans le testicule, il s’est avéré qu’il est faiblement exprimé dans plusieurs 
tissus y compris le poumon, les ovaires et les muscles squelettiques (Yan et al., 2005) 
Nous avions aussi remarqué que les transcrits AURKC sont présents dans les leucocytes 
du sang. Nous avons réalisé une RT-PCR sur les leucocytes d’un patient porteur de la 
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mutation p.Y248* à l’état homozygote. Contrairement à ce qui a été observé chez un 
contrôle fertile nous n’avons pas pu détecter de transcrit AURKC chez notre patient. 
Cela indique que les transcrits porteurs de la mutation p.Y248* sont soumis à la 
dégradation des ARNm non-sens, au moins dans les leucocytes. Nous avions 
précédemment observé que la mutation récurrente la c.144delC était également soumise 
au NMD. Nous pouvons conclure que les deux mutations récurrentes sont très 
susceptibles d’avoir le même effet, à savoir qu’elles conduisent à une absence totale de 
la protéine. 
La comparaison des moyennes des spermogrammes et spermocytogrammes entre 
les patients porteurs de c.144delC et de p.Y248* ne montre aucune différence 
phénotypique entre ces deux groupes (Tableau 5). Ce résultat n’est pas surprenant car 
nous avions prédit que les deux mutations citées précédemment donnent lieu à une 
absence totale de la protéine. 
Les patients qui ne présentent pas de mutation au niveau du gène AURKC 
possèdent des paramètres de spermogramme moins altérés en termes de vitalité, de 
concentration des spermatozoïdes normaux et montrent une diminution du taux de 
spermatozoïdes avec grosse tête et des flagelles multiples.  
Dans cette étude nous avons pu estimer l’âge des deux mutations récurrentes du 
gène AURKC  avec une méthode de calcul différente de celle utilisée au départ 
(dieteriech et al., 2007). Un spécialiste de la génétique des populations a estimé l’âge de 
la mutation p.Y248* entre 925 et 1325 ans. Cette mutation serait largement antérieure à 
la 1ère mutation récurrente identifiée (estimation entre 250 et 650 années). Le fait que 
p.Y248* soit plus ancienne que c.144delC concorde parfaitement avec la large 
couverture géographique de p.Y248* que nous avons trouvé à la fois chez des individus 
d’origine magrébine et des individus d’origine européenne, alors que c.144delC a été 
retrouvée presque exclusivement chez des individus originaires d’Afrique du Nord.  
La plupart des maladies génétiques ont des manifestations qui dépendent de l’effet 
de la mutation sur la protéine. En ce qui concerne la macrozoocéphalie, nous avons 
détecté seulement 4 mutations dont deux sont des mutations récurrentes, une mutation 
faux-sens et une mutation d’épissage. Tous les patients mutés présentent la forme la 
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plus sévère de la maladie, à savoir 0% de spermatozoïdes normaux (phénotype 
monomorphe) et nous n’avons jamais trouvé de mutations chez des patients ayant un 
phénotype polymorphe (figure 35).  
 
Figure 35 : Toutes les mutations trouvées dans le gène AURKC sont responsables du 
phénotype de macrozoocéphalie. 
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Au cours de cette étude nous avons identifié deux nouvelles mutations dans le 
gène AURKC. D’autres groupes proposent un dépistage rapide de l’exon 3 seulement 
pour détecter la présence de la mutation récurrente la c.144delC chez les patients ayant 
un phénotype monomorphe de spermatozoïdes macrocéphales. Nos résultats indiquent 
que l’analyse moléculaire ne doit pas s’arrêter après un dépistage négatif de l’exon 3. 
Comme stratégie de diagnostic de routine, nous proposons le séquençage de 
l’exon 3 et de l’exon 6 du gène AURKC pour tous les patients qui présentent une 
proportion importante de spermatozoïdes macrocéphales. Le séquençage des exons 
restant du gène AURKC pourrait être proposé en absence de mutation au niveau des 
exons 3 et 6 et ceci uniquement pour les personnes ayant une concentration de 
spermatozoïdes >1M et ayant moins de 1% de spermatozoïdes normaux. Les hommes 
non-mutés présentent normalement des formes moins sévères de la pathologie. Afin de 
mieux évaluer le potentiel de reproduction de ces patients, une analyse FISH doit être 
effectuée sur les spermatozoïdes. 
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CONCLUSION  
La macrozoospermie est une forme rare et sévère de tératozoospermie. Notre 
étude a porté sur un total de 87 patients présentant ce phénotype. Un diagnostic positif a 
été obtenu pour 67/87 (77%) des cas analysés.  
A notre connaissance, AURKC est le premier gène décrit affectant directement la 
méiose et entraînant une pathologie humaine. Nous avons observé que la fréquence des 
hétérozygotes dans la population Nord Africaine est de 1 pour 50, indiquant que la 
mutation c.144delC d’AUKRC pourrait figurer parmi les causes d’infertilité masculine 
les plus fréquentes dans le Maghreb. 
Au final sur 67 cas index porteurs d’une mutation AURKC nous n’avons 
identifié que 4 mutations différentes. Deux mutations récurrentes ont été identifiées en 
Afrique du Nord et en Europe. Nous avons observé que la mutation c.144delC était 
présente à l’état hétérozygote en Afrique du Nord chez une personne sur 50.  
Notre équipe a identifié dans un 1er temps, 2 mutations localisées au niveau du 
gène AURKC, une mutation faux sens [p.C229Y] localisée au niveau de l’exon 6 et la 
mutation récurrente c.144delC localisée au niveau de l’exon 3 (dieterich et al., 2009). 
Nous avons détaillé ici l’identification de deux autres mutations : une mutation 
d’épissage retrouvée chez deux frères d’origine tunisienne et une mutation non-sens 
(p.248*) qui représente au final 13% des allèles mutés identifiés. La distribution 
géographique de ce variant semble plus étendue que celle de la mutation principale 
c.144delC. 
Nos résultats montrent que les formes typiques des spermatozoïdes 
macrocéphales sont homogènes d’un point de vu génétique. D’autres mécanismes et 
probablement d’autres gènes peuvent conduire à la production de gamètes de grosses 
tailles mais dans des proportions inférieures à celles trouvées chez les patients porteurs 
de mutations AURKC. Pour une prise en charge adaptée des patients porteurs de 
spermatozoïdes macrocéphales une analyse moléculaire du gène AURKC est donc 
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recommandée. L’ICSI sera formellement contre-indiquée pour les patients porteurs de 
mutations AURKC qui pourront s’orienter vers le don de gamète ou l’adoption.  
Le pronostic n’est pas aussi catégoriquement défavorable pour les patients non 
porteurs de mutations AURKC. On peut préconiser une analyse FISH des 
spermatozoïdes de ces patients pour estimer au mieux les chances de réussite d’une 
procréation médicalement assistée qui pourra éventuellement être accompagnée d’un 
diagnostique préimplantatoire (DPI). 
?
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Chapitre II : Les Spermatozoïdes avec 
des anomalies du flagelle 
Article 3: Mutations in Dynein cause male infertility by disrupting sperm 
flagellum axoneme  growth (article en cours de rédaction). 
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
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Après une revue de la littérature sur les spermatozoïdes avec des 
anomalies flagellaires et les gènes impliqués dans ces anomalies, nous 
exposerons les résultats de l’identification d’un nouveau gène : 
DNAH1, impliqué dans ce phénotype. 
!" %#61%1863902:;:<761%0I65%761%0B:90C=61%>C0J6CC0=361%
A. La littérature des anomalies flagellaires 
Les défauts présents au niveau du flagelle de spermatozoïdes sont la principale 
cause des troubles de la motilité des spermatozoïdes. 
Il y a deux principales formes de pathologies flagellaires, la 1ère forme est une 
altération qui affecte un nombre variable de spermatozoïdes. Elle est appelée NSFAs 
(Non-specific Flagellar) Anomalies, tandis que la 2ème forme est une altération qui 
touche la plupart des spermatozoïdes telle que est la dyskinésie ciliaire primitive et la 
dysplasie de la gaine fibreuse (figure 36). Cette forme est généralement associée à une 
ciliopathie. 
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Figure 36 : (A-C) La forme NSFAs des anomalies flagelliares. Absence ou disposition 
incorrecte de certains doublets de microtubules, ce qui donne un axonème anormal. (D-
G) Dysplasie de la gaine fibreuse (FS). Le flagelle est court, épais et irrégulier. La FS 
est désorganisée, un axonème déformé (F) ou de structure normale (G) peut être vu en 
association avec une FS amorphe (H) schéma de la structure d’un axonème du flagelle 
d’un spermatozoïde (adapté d’après Chemes, 2000). 
Les anomalies d'origine génétique qui affectent la mobilité des spermatozoïdes 
sont des affections rares causées généralement par des altérations de la fonction du 
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flagelle des spermatozoïdes et des cils des voies respiratoires et qui engendrent 
généralement à la fois une infertilité masculine et des affections respiratoires. Ces 
affections sont regroupées sous le nom de dyskinésie ciliaire primitive (DCP).!Un large 
spectre d'anomalies a été décrit chez les patients présentant une DCP comme des 
délétions totales ou partielles des bras de dynéine pour l’axomème flagellaire et ciliaire 
ainsi que l’absence  de la paire centrale de microtubules, translocations microtubulaires, 
et l'absence de l'axonème.  
 La transmission familiale de la DCP est due à diverses mutations autosomiques 
récessives avec une importante hétérogénéité génétique. Les protéines impliquées 
comprennent des dynéines de chaînes lourdes ou des composantes de la paire centrale 
de microtubules qui ont été identifiés à la fois chez les humains et chez des souris knock 
out présentant un  phénotype de DCP. Cependant, des transmissions dominantes ou 
liées à l’X ont également été décrites (Narayan et al., 1994"!Krawczyński and Witt, 
2004"!Moore et al., 2006#$ 
Les spermatozoïdes des patients affectés par ces anomalies présentent des 
flagelles courts, de calibres irréguliers, des gaines fibreuses désorganisées entourant des 
axonèmes incomplets. On peut également observer l’absence de mitochondries au 
niveau de la pièce intermédiaire, un défaut de migration de l’annulus et des altérations 
dans les fibres denses externes. Ces symptômes suggèrent que ce syndrome peut 
correspondre à un développement dysplasique du cytosquelette du flagelle durant la 
spermiogenèse. 
Chez la souris, de nombreux mutants spontanés présentant des anomalies des 
spermatozoïdes ont été découverts. Ce n’est que récemment que la connaissance du 
génome de la souris a permis l’identification de gènes impliqués dans les anomalies 
spécifiques des spermatozoïdes. En outre l’identification d’un nombre croissant de 
gènes qui sont exprimés uniquement dans les testicules a permis la création de modèles 
murins KO.  
Plusieurs modèles de souris Knock-out porteurs d’anomalies au niveau du 
flagelle du spermatozoïde présentant des troubles de la mobilité ont été étudiés (Escalier 
et al., 2006). Plus de 300 souris KO ont été signalées pour afficher des troubles de la 
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reproduction dont 36 (12%) ont un défaut de mobilité et parmi lesquels 21 présentent 
des problèmes de la structure flagellaire (Escalier et al., 2006) (tableau 7). 
En plus des informations sur les gènes responsables de défauts flagellaires, ces 
modèles révèlent des facteurs génétique qui sont nécessaires à l’assemblage de 
l’axonème, de l’annulus, de la gaine mitochondriale et de la gaine fibreuse. Beaucoup 
de ces facteurs génétiques suivent des voies cellulaires inattendues qui agissent sur la 
morphogenèse du flagelle. Ces modèles murins peuvent porter des anomalies qui sont 
limitées aux spermatozoïdes ou peuvent afficher des anomalies  plus complexes qui 
incluent souvent des ciliopathies. Ces modèles murins ont considérablement augmenté 
notre connaissance des facteurs génétiques qui sont nécessaires à la reproduction 
masculine. Au début, les gènes cibles ont été liés à des facteurs endocriniens, du cycle 
cellulaire et de la méiose. Par conséquent les premières études sur les souris KO 
atteintes d’insuffisance spermatogénique ne comprenaient pas de modèles des 
anomalies spécifiques des flagelles des spermatozoïdes. 
Par la suite des études sur des souris KO invalidées pour des composantes 
axonèmales ou periaxonemales, comme Dnahc7 (Neesen et al., 2001), Tcte3 (LC 
Tctex2 du bras externe de dynéine) (Rashid et al., 2010), Spag6 (Sapiro et al., 2002), 
Spag16L (Zhang et al., 2006), Odf2 (Tarnasky et al., 2010) et Tektin 2 (Tanaka et al., 
2004) ont objectivé le rôle de ces gènes dans la motilité ciliaire et flagellaire. 
Une étude récente, principalement basée sur des donnés de transcriptomique, 
recense plusieurs centaines de gènes associés aux cils et aux flagelles (ciliome). La 
majorité des gènes directement impliquée dans un défaut de mobilité flagellaire et de 
structure flagellaire est citée dans les tableaux 8 et 9. Dans la partie suivante j’ai choisi 
de détailler quelques uns de ces gènes. 
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Tableau 8 : Gènes impliqués dans des ciliopathies chez l’humain et affectant la 
structure axonémale et la mobilité des spermatozoïdes (Inaba, 2011). 
Gène impliqué 
dans des 
ciliopathies 
chez l’homme 
 
Protéine produite 
 
Localisation 
de la protéine 
 
Défaut au 
niveau de la 
structure de 
l’axonème 
 
DNAH5 
 
DNAH11 
 
DNAI1 
 
 
DNAI2 
 
 
-Dynein axonemal 
heavy chain 5 
-Dynein axonemal 
heavy chain 11 
-Dynein intermediate 
chain 1 
 
-Dynein intermediate 
chain 2 
 
 
 
 
ODA 
 
 
 
 
 
ODA 
 
TXNDC3  
 
DNAAF2(KTU) 
 
-Thioredoxin domain 
containing 3 (DIC)  
-Dynein axonemal 
assembly factors 2 
 
ODA 
Cytoplasme 
(assemblage de 
l’axonème) 
 
 
 
ODA 
 
RSPH9  
RSPH4 
 
-Radial spoke 
protein 9 
-Radial spoke 
protein 4 
Ponts radiaires  
Doublet 
microtubulaire 
central 
 
CCDC39 
 
CCDC40 
 
-Coiled-coil domain 
containing 39 
 
-Coiled-coil domain 
containing 40 
 
Complexe de 
régulation de 
Dynéine  
 
Désorganisation 
de la structure 
de l’axonème 
 
RPGR 
 
LRRC50 
 
-Retinitis pigmentosa 
GTPase regulator 
-Leucine-rich repeat 
containing 50 
 
Axonème  
ODA/IDA 
 
IDA 
ODA/IDA 
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Tableau 9 : Gènes pour lesquels il a été montré que les souris invalidées 
présentent des défauts de la structure axonémale et de la mobilité des 
spermatozoïdes (Inaba, 2011). 
Gène invalidé chez 
KO et responsable 
d’un défaut de la 
structure 
axonémale 
 
Protéine produite 
 
Localisation de la 
protéine 
 
Défaut au niveau 
de la structure de 
l’axonème 
 
Dnahc1 
 
Dynein axonemal heavy chain 1 
 
IDA 
 
IDA/ODF 
 
Tcte3 
 
Dynein light chain 
 
ODA 
 
ODA 
 
Spag6 
Spag16L 
 
Sperm antigen 6 
Sperm antigen 16 
 
 
Le doublet 
microtubulaire 
centrale 
 
Le doublet 
microtubulaire 
centrale 
 
 
Tect2 
 
Tektin 2 
 
Doublet 
microtubulaire 
 
 
IDA 
 
Agtpbp1 (Nna1) 
Jund 
 
 
ATP-GTP-binding protein 1 Jun proto-
oncogene ralated gene d 
 
- 
- 
 
Assemblage de 
l’axonème 
 
PGs1 
 
phosphatidylglycerophosphate 
synthase 1 
 
Doublet 
microtubulaire 
 
Le doublet 
microtubulaire 
centrale et 
périphérique 
 
 
1. Les gènes de dynéines axonémales 
'( V/<92,&$C&*/<9&0-&1?=-&D='+6W&
La dynéine est un moteur moléculaire qui génère le mouvement des cils mobiles 
et des flagelles. Dnahc1 est une dynéine à chaîne lourde qui est assemblée avec les 
dynéines à chaîne légère (Dnal) et intermédiaires (Dnai) dans les complexes multi-
protéiques pour former des bras de dynéine externes et internes (ODA et IDA) qui sont 
attachés aux microtubules axonémales. Les dynéines à chaînes lourdes forment les têtes 
globulaires et la tige du complexe protéique contient les domaines moteurs des 
microtubules (figure 37) (Inaba, 2003). 
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Figure 37 : (A) Schéma de la structure de la chaîne lourde de dynéine. Schéma (B) 
Observation en microscopie électronique d’une dynéine axonémale. La tête globulaire 
se compose de six domaines AAA (ATPase Associated with cellular Activities), dont le 
domaine catalytique de l’ATP est le domaine AAA1 (adapté d’après Ishikawa, 2012) 
Les bras de dynéines internes de l’axonème sont composés d’un ensemble de 3 
types d’IDA (1-3). La protéine Dnahc1 est une composante de l’IDA3. Les souris 
invalidées pour le gène Dnahc1 présentent des délétions au niveau de la région centrale 
et de la région C terminale de ce gène qui contient le site de liaison à l’ATP. Les souris 
males sont stériles. La fréquence de battement des cils du tractus respiratoire est réduite. 
Les spermatozoïdes  Dnahc1–/–  sont incapables de se déplacer de l’utérus vers 
l’oviducte mais ils sont capables de féconder in vitro. Néanmoins seulement 38% des 
spermatozoïdes sont mobiles, et ces spermatozoïdes présentent une réduction d’environ 
50% de l’amplitude latérale et une légère augmentation de la fréquence du battement.  
En 2005 l’équipe de Neesen a pu voir la différence qui existe entre les souris 
invalidées pour Dnahc1 et le type sauvage, ils ont trouvé que les têtes globulaires de la 
chaîne lourde sont disposées sous la forme 3-2-1 au lieu de la forme 3-2-2 (figure 38) 
(Vernon et al., 2005). Au niveau des spermatozoïdes Dnahc1–/– ; IDA3 ne possède 
qu’une seule tête. Lorsque le spermatozoïde acquiert la mobilité dans l’épididyme, les 
fibres denses externes sont attachées d’une manière anormale à la surface interne des 
mitochondries (Woolley et al., 2005). 
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Figure 38 : Le diagramme A donne l'interprétation des auteurs des l'images B et 
C. La structure de la rangée supérieure représente les bras de dynéine externes (ODA), 
la structure de la rangée du milieu les bras de dynéine interne (IDA), et celle de la 
rangée du bas sont les ponts radiaires (RS). 
4( )-,&1?=-,&5-&5@=A2=-,&'>/=A:'0-,&
Plusieurs gènes qui codent pour des protéines de l’axonème ont été identifiés 
chez des patients ayant une DCP. On peut citer les gènes qui codent pour des dynéines à 
chaîne lourdes qui se trouvent au niveau de l’ODA tels que DNAH5 (Olbrich et al., 
2002) et DNAH11 (Bartoloni et al., 2002), il y a aussi des gènes qui codent pour des 
dynéines à chaîne intermédiaires tels que DNAI1 (Pennarun et al., 1999) et DNAI2 
(Loges et al., 2008). DNAL1 un autre gène qui fait partie des dynéines à chaîne légère et 
qui a été décrit plus récemment (Mazor et al., 2011). 
2. Tektin-t (Tekt2)  
 Le protofilament tektin est présent dans le tubule A des doublets de l’axonème 
et il est localisé à proximité des sites de liaison des ponts radiaires (RS), des liens de 
nexines et des bras de dynéine internes (IDA). Tektin-t est spécifique aux spermatides et 
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est exprimé dans le flagelle du spermatozoïde. Les spermatozoïdes de souris mutante 
pour Tektin-t sont incapables d’atteindre les oviductes des femelles mais ont la capacité 
de féconder in vitro. Pour les spermatozoïdes Tektin-t-/-, la mobilité est réduite. Environ 
70% des spermatozoïdes issus de souris KO pour ce gène possèdent des flagelles 
anormalement pliés (enroulés) et un déficit partiel ou une perte des IDA. Un nombre 
variable des IDA sont manquants dans les cils des voies respiratoires, ce qui affecte 
gravement leur activité (figure 39) (Tanaka et al., 2004). 
  
 
Figure 39 : Coupes transversales de flagelle de la pièce intermédiaire pour une 
souris mutante pour le gène tektin-t. Les IDAs sont absents aux positions 2 et 6. 
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3. Les gènes Spag (sperm associated antigen) 
'( V*'1&X&
Le gène Spag6 est l’orthologue murin de Chlamydomonas PF16. PF16 est 
caractérisé par la présence de huit motifs contigus répétés  qui sont impliqués dans 
l’interaction protéine-protéine. Le flagelle est immobile chez le mutant PF16 de 
Chlamydomonas et le microtubule  C1 de la paire centrale de l’axonème est instable.  
Spag6 est localisé au niveau de l’appareil central de l’axonème du flagelle. La 
quantité d’ARNm de Spag6 présente dans les cellules pulmonaires est faible. Chez les 
mammifères, SPAG6, PF6 et SPAG16 forment un complexe qui compose les liens de 
l’appareil central de l’axonème. D’après Sapiro et coll. environ 50%  des souris 
invalidées pour Spag6 ont un retard de croissance et meurent avant l’âge de 2 mois à 
cause d’une hydrocéphalie. Toutefois, l’ultrastructure des cils de la trachée et de 
l’épidydyme de ces modèles semble être normale (Sapiro et al., 2002). Les souris 
Spag6-/- qui survivent sont stériles avec 60% de spermatozoïdes anormaux qui 
présentent une fragmentation au niveau de la pièce intermédiaire, un flagelle tronqué et 
des spermatozoïdes décapités. L’axonème du flagelle est absent, alors que les fibres 
denses et la gaine fibreuse sont présentes mais désorganisées (Figure 40). Très peu de 
ces spermatozoïdes Spag6-/- sont mobiles et leur mouvement est caractérisé par une 
vitesse réduite. 
 
Figure 40 : L’ultrastructure du flagelle de spermatozoïde de souris Spag 6 - /-. (A) 
Coupe transversale au niveau du flagelle de spermatozoïde de souris Spag6 - /- cette 
structure présente une absence du doublet de microtubules centraux de l’axonème. (B) 
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Ces deux coupes montrent une désorganisation au niveau des fibres denses externes 
(Sapiro et al., 2002). 
4( V*'1WX&
Spag 16, l’orthologue murin du gène PF20 chez C. reinhardtii, est une protéine 
connue pour être essentielle pour la formation de l’axonème et la mobilité flagellaire. 
Chez C. Reinhardtii, le gène PF20 code pour une protéine présente au niveau de la paire 
centrale de microtubules de l’axonème. L’absence de ce gène empêche l’assemblage de 
la paire centrale de l’axonème et peut être la cause d’une immobilité flagellaire.  
D’après une étude récente effectuée chez le modèle murin, le gène Spag16 code 
pour deux protéines : la protéine SPAG16L et SPAG16S. La protéine SPAG16L 
s’exprime uniquement dans les cellules germinales mâles. Seules les souris ayant un 
défaut d’expression de la protéine SPAG16L sont infertiles. Les souris ayant une 
mutation supprimant à la fois les transcrits pour SPAG16L et SPAG16S ont un défaut 
profond dans la spermatogenèse (Nagarkatti-Gude et al., 2011). 
4. Agtpbp1 (Nna1) 
La souris invalidée pour le gène Agtpbp1 (Nna1) présente une dégénérescence 
des cellules de Purkinje.  
La cellule de Purkinje est une cellule neuronale sensible. La perte de ces cellules 
est observée au cours du vieillissement cérébral et des maladies neurodégénératives. Les 
souris PCD (PCD pour Purkinje cell degeneration) présentent une ataxie modérée avec 
perte des cellules photoréceptrices rétiniennes au cours de la première année de la vie. 
pcd1J  est la 1ère mutation ayant conduit à des souris mâles stériles avec des 
spermatozoïdes ayant des flagelles immobiles et de structure anormale.  
Par la suite deux autres phénotypes (pcd2J et  pcd3J) ont été décrits, ces deux 
phénotypes sont presque identiques sauf que les mâles pcd2J sont fertiles. Chez la souris 
la région impliquée dans le syndrome PCD contient la protéine Nna1 (nervous system 
nuclear protein induced by axotomy). Nna1 code pour une protéine de liaison ATP-GTP 
et est exprimé dans le cerveau, la rétine et dans les spermatides. Un variant provoquant 
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la perte de l’exon 8 de Nna1  a été identifié chez les souris présentant le phénotype 
pcd
3J. Le phénotype  pcd2 pourrait être expliqué par un taux du transcrit Nna1 
insuffisant (Fernandez-Gonzalez et al., 2002). 
5. Jund1 (Jun proto-oncogene related gene d) 
La famille des protéines Jun regroupe des facteurs activateurs de transcription 
(c-Jun, JunB and JunD). Jund1 est présent dans l’épididyme, dans les cellules 
testiculaires interstitielles, dans les cellules de sertoli, dans les spermatocytes et dans les 
spermatides. Les souris qui n’expriment pas cette protéine présentent une oligo-asthéno-
tératospermie avec une forme anormale de la tête et une désorganisation dans la 
structure axonémale du flagelle (figure 41), les structures axonémale et péri-axonémale 
sont totalement dispersées dans une masse cytoplasmique (Thépot et al., 2000). 
 
Figure 41 : Coupe transversale de flagelles de spermatozoïdes de souris Jund -/- . 
Nous observons une désorganisation au niveau de la structure de l’axonème (Thépot et 
al., 2000) 
6. Pol-λ/Dpcd (deleted in primary ciliary dyskinesia) 
L’ADN polymérase lambda est un membre de la famille des polymérases X qui 
est impliquée dans la réparation des dommages de l’ADN. Pol-λ  a été détecté dans 
plusieurs tissus et principalement dans les testicules. Cette protéine est impliquée dans 
la méiose. 
 Chez l’homme, le gène  Pol-λ s’exprime avec un taux élevé dans les testicules. 
Les souris invalidées pour Pol-λ  présentent  des spermatozoïdes qui possèdent des 
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flagelles courts  avec une forme anormale  de la tête et de la structure axonémale. Une 
désorganisation au niveau de la structure axonémale a été observée chez ces souris, elle 
est due à l’absence des IDA (Kobayashi et al., 2002).  
7. Pgs1 (phosphatidylglycerophosphate synthase 1) 
Les souris mâles rosa 22 sont stériles à cause d’une mutation au niveau du gène 
Pgs1, ce gène code pour une sous unité de la polyglutamylase. La protéine  Pgs1 est 
fortement exprimée dans le flagelle de spermatozoïdes de souris. Elle est impliquée 
dans la localisation des enzymes de polyglutamilation dans les tubulines. Les souris 
mâles Rosa22 sont infertiles car elles présentent  une absence des doublets 
périphériques ou centraux des microtubules au niveau de l’axonème (Campbell et al., 
2002). 
8. Ube2b (ubiquitin-conjugating enzyme E2B) 
Le gène Ube2b présente une forte homologie  avec le gène Rad6 chez 
Saccharomyces cerevisiae. Ce gène code pour une protéine appelée EB2. Le modèle 
murin invalidé pour le gène Ube2b est stérile et possède des défauts au niveau des 
flagelles des spermatozoïdes (flagelle de calibre irrégulier) (figure 42) (Roes et al., 
1996). 
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Figure 42 : Morphologie des spermatozoïdes de souris Ube2b -/-. (A) Morphologie 
normale et (B-F) Morphologie anormale de spermatozoïdes de souris Ube2b -/- 
présentant des flagelles avec des calibres irréguliers et des anomalies de la tête (Roes et 
al., 1996). 
9. Gopc (golgi associated PDZ and coiled-coil motif containing) 
Gopc est une protéine associée au Golgi. Cette protéine est impliquée dans la 
structure et la fonction du Golgi et dans le trafic vésiculaire. Dans les spermatocytes de 
souris, la protéine Gopc est localisée dans la région périnucléaire, alors que pour le 
spermatide en élongation, elle est localisée dans le compartiment cytoplasmique (Hicks 
and Machamer, 2005). Les souris mâles Gopc–/– sont infertiles et la mobilité de leurs 
spermatozoïdes est réduite. Les flagelles de ces spermatozoïdes sont souvent enroulés 
autour du noyau (figure 43) et disloqués de la fosse d’implantation. L’absence de 
l’annulus périnucléaire est probablement responsable de la perte de l’intégrité des 
flagelles (Ito et al., 2004). 
 
Figure 43 : La forme du flagelle du spermatozoïde chez les souris Gopc-/-. (A) 
Schéma représentatif du spermatozoïde chez les souris Gopc-/-. (B) Coupe transversale 
en MET (Ito et al., 2004). 
10. Le gène Spef2 
Comme nous l’avons déjà décrit, la dyskinésie ciliaire primitive (DCP) résulte 
de défauts au niveau de la fonction des cils. Les souris homozygotes pour la mutation de 
A B 
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BGH (BGH pour Big Giant Head) ont plusieurs anomalies couramment associées à la 
DCP, y compris l’hyderocéphalie, l’infertilité masculine, et la sinusite.  
Une équipe a récemment effectué des études sur ces souris en 
immunofluorescence et par microscopie électronique. Les résultats de ces analyses 
montrent que l’infertilité de ces souris est due à la présence de flagelles écourtés 
accompagnée d’une désorganisation de la structure de l’axonème et des structures extra-
axonémales. Ces anomalies apparaissent au stade de spermatide en élongation. Grâce à 
une approche de clonage positionnelle, ils ont pu identifier deux variations de séquence 
dans le gène Spef2 (Sperm Flagellar 2) qui code pour une protéine flagellaire du sperme, 
et qui joue un rôle important dans la spermatogenèse et l’assemblage du flagelle 
(Sironen et al., 2011). 
11. Le gène RSPH9  
Une analyse de liaison par des marqueurs SNP a été effectuée sur sept familles. 
Les membres de ces familles ont des liens de parenté et présentent une dyskinésie 
ciliaire primitive ainsi que des défauts au niveau de la paire de microtubules centrale de 
l’axonème. Cette étude a recensé deux loci, dans deux familles avec une absence 
intermittente de la structure centrale de l’axonème et dans cinq familles avec absence 
totale de la paire centrale. Des mutations  présentes à l’état homozygote ont été 
identifiées dans deux gènes candidats, le gène RSPH9 localisé au niveau du 
chromosome 6p21.1 et le gène RSPH4A localisé au niveau du chromosome 6q22.1. Ces 
mutations sont associées et l’identification d’un haplotype commun pour la mutation 
localisée en RSPH4A a permis de conclure que cette mutation est due à un effet 
fondateur. Les deux gènes RSPH9 et RSPH4A codent pour des composantes protéiques 
des ponts radiaires. Chez le modèle murin, une hybridation in situ a permis de localiser 
la protéine Rsph9 au niveau des régions contenant des cils mobiles. 
Une étude de l’effet de la mutation chez l’orthologue du gène RSPH9 chez 
Chlamydomonas indique que les protéines des ponts radiaires sont importantes car elles 
permettent de maintenir le mouvement normal des cils et des flagelles (Castleman et al., 
2009). 
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PATIENTS ET MATERIELS 
!" #61%D5F0B2=CC:B1%Q=:C:J=U461%%
Dans notre étude nous avons inclus 20 patients présentant 100% d’anomalies 
flagellaires (figure 44) avec une mobilité réduite (Tableau 10 et 11). Les deux tableaux 
indiquent les paramètres du spermogramme et du spermocytogramme pour ces 20 
patients. Cette cohorte est d’origine nord-africaine (7 Algériens, 11 Tunisiens (dont 2 
sont frères) et 2 Lybiens). Douze patients sont issus de parents consanguins du 1er degré. 
Tous les patients ont donné leur consentement éclairé. 
Tableau 10 : Caractéristiques du spermogramme pour les 20 patients 
Caractéristique du spermogramme Moyenne Normes (OMS 99) 
Volume du sperme (ml) 3,34 = 2ml 
Concentration spzx106/ml 21,77 = 20.106/ml 
Mobilité (%) 10 =25% 
Vitalité (%) 42,16 =50% 
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Tableau 11 : Caractéristiques moyennes du spermocytogramme réalisé à partir de 
100 spermatozoïdes pour les 20 patients. 
Caractéristique du spermocytogramme Moyenne 
Anomalies flagellaires (%) 100% 
Flagelle absent 28 
Flagelle écourté 42 
Flagelle de calibre irrégulier 52 
Flagelle enroulé 14 
Index d’Anomalies Multiples 2,86 
 
Nous avons reçu 20 prélèvements de patients qui présentent des anomalies 
flagellaires. Les prélèvements dont nous disposons nous proviennent de Tunisie. Pour 
tous ces patients, nous avons reçu un volume de 2ml de salive destinée à l’extraction 
d’ADN. 
Au cours de notre étude et après l’identification de variants au niveau d’un des 
gènes candidats, nous avons pu récupérer du sang frais prélevé sur tube EDTA ainsi 
qu’un recueil de sperme. Nous avons reçu ces deux prélèvements à partir de deux frères, 
le patient P1 et le patient P2, qui sont d’origine tunisienne. Le 1er prélèvement a servi 
pour une extraction d’ARN et le 2ème prélèvement a servi pour l’immunomarquage ainsi 
que pour la préparation de grilles pour une observation en microscopie électronique à 
transmission. 
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Figure 44 : Photos de spermatozoïdes en microscopie électronique des anomalies 
flagellaires présentes chez les patients de notre cohorte. A) Spermatozoïde avec un 
flagelle de calibre irrégulier. B) Spermatozoïde à flagelle enroulé. C) Spermatozoïde 
avec un flagelle écourté et épais. 
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METHODES 
!" #0%365F635F6%74%J?B6%7A=B2D3_2%
A. La stratégie de recherche du gène candidat par la méthode 
d’homozygotie par filiation 
Notre étude a été réalisée sur une cohorte de patients infertiles qui présentant des 
anomalies flagellaires. Le but de cette étude est de caractériser le ou les gènes impliqués 
dans cette pathologie en utilisant une stratégie de cartographie par homozygotie. Cette 
stratégie, décrite en 1987 par E.S. Lander et D. Botstein (Lander and Botstein, 1987), 
s’applique à des patients présentant un phénotype caractéristique et issus de familles 
consanguines ou venant d’un même groupe ethnique ou géographique. Pour de tels 
patients on postule que le phénotype est causé par la présence d’une mutation 
homozygote qui leur vient d’un ancêtre commun à leurs deux parents. Le but de cette 
méthode est de rechercher des régions d’homozygoties communes aux différents 
patients qui seront susceptibles de contenir des mutations causales (présentes à l’état 
homozygote). Le risque pour un couple issu d’une même famille de donner naissance à 
un enfant homozygote pour une mutation récessive se trouve donc augmenté par rapport 
à la population générale. La mutation et la région qui l’entoure sont héritées d’un 
ancêtre commun unique et on s’attend donc à trouver une région d’homozygotie 
entourant la mutation.  
 Des populations avec un possible effet fondateur ont aussi été étudiées. Ces 
populations sont issues d’une même région géographique avec peu de migration donc 
peu de brassage génétique. Si une mutation récessive apparaît, elle a plus de chance de 
se transmettre à l’état hétérozygote sur plusieurs générations et pourra apparaître à l’état 
homozygote (Figure 45 et 46). Là encore la mutation causale sera entourée par une 
région homozygote héritée d’un ancêtre plus ou moins lointain. La taille de cette région 
d’homozygotie sera inversement proportionnelle au nombre de générations séparant le 
cas index de son ancêtre lui ayant transmis la mutation. 
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Figure 45 : Exemple d’une famille consanguine montrant la transmission d’une 
mutation M 
 
Figure 46 : Exemple d’une population avec un effet fondateur 
Ces régions d’homozygotie peuvent être identifiées  grâce à l’utilisation de puce 
à ADN. Ces puces permettent de génotyper des marqueurs de type SNP (Single 
Nucleotide Polymorphism). La présence d’un nombre important de marqueurs 
homozygotes adjacents sur un chromosome signe une région d’homozygotie. En effet, 
cette approche permet de rechercher des régions d’homozygoties communes à plusieurs 
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patients, signature potentielle de la localisation de la mutation responsable de la 
pathologie (Figure 46).  
 
Figure 47 : Une analyse sur « puces à ADN » de type SNP (pour single nucleotide 
polymorphism) permet d’analyser des variants génétiques répartis sur tout le génome et 
de repérer les régions d’homozygotie. Cette analyse est réalisée sur plusieurs patients  
présentant le même phénotype et ayant une consanguinité familiale. La présence d’une 
région d’homozygotie localisée au même endroit sur le génome chez plusieurs patients 
peut indiquer que la mutation causale se trouve dans cette région.  
B. Analyse de liaison par matrices de sondage Affymétrix : 
Nous avons choisi d’effectuer une analyse de liaison en utilisant des puces ADN 
Affimetrix 250K. L’analyse consiste dans un premier temps à rechercher les zones 
d’homozygotie chez tous les patients. Les puces GeneChip® d’Affymetrix sont des 
puces à SNP (Single Nucleotide Polymorphism) qui contiennent 250 000 sondes 
uniques.  
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Figure 48 : Représentation des principales étapes d’utilisation des puces à ADN 
Affymetrix.  
 
L’utilisation des puces Affymetrix 250K nécessite les étapes suivantes (figure 47): 
Vérification de l’intégrité des ADN suivie d’une étape de purification, puis 
digestion des ADN. Vient par la suite la ligation qui consiste à lier à l’ADN un fragment 
appelé Adaptor Xba par une ligase. Les fragments d’ADN purifiés liés à l’Adaptor sont 
amplifiés par PCR. Une fois les produits de PCR purifiés et fragmentés, ils sont soumis 
à une électrophorèse en gel d’agarose. L’étape suivante consiste en un marquage à 
l’aide d’un réactif de marquage des produits de PCR purifiés et fragmentés. La dernière 
étape consiste en l’hybridation des puces.  
La réalisation des puces SNP a été sous-traitée à la société COGENICS 
(Meylan).  L’analyse des données à été réalisée au laboratoire en utilisant le logiciel 
homoSNP développé par Frédéric Plewniak de l’IGBMC de Strasbourg.  
 
C. PCR et Séquençage de tous les exons-jonction intron/exons 
des gènes candidats 
Les caractéristiques des PCR permettant l’amplification des exons et des 
jonctions exons-introns des gènes susceptibles d’être impliqués dans les anomalies 
flagellaires sont résumées dans le tableau 12. 
Tableau 12 : Volume et concentration utilisées pour chaque réaction de PCR 
Réactifs de la PCR Volume 
ADN génomique (50ng/µl) 2 µl 
Amorce sens (10µM) 3 µl 
Amorce Anti-sens (10µM) 3 µl 
Tampon 10X 3 µl 
dNTP (25mM) 3 µl 
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Glycerol (50%) 3 µl 
Taq polymerase  0,2 µl 
H2O Qsp 30 µl 
 
 Chaque PCR comprend 35 cycles comprenant trois étapes : une dénaturation de 10s 
à 94°C, une hybridation de 30s à la température d’hybridation des amorces et une étape 
d’élongation de 1min à 72°C. Les produits amplifiés sont soumis à une électrophorèse 
en gel d’agarose 2%. Les séquences nucléotidiques des couples d’amorces utilisées lors 
de l’amplification des parties codantes des gènes candidats (KIF9, SPAG4 et DNAH1) 
sont décrites dans l’Annexe I. 
Le séquençage a été réalisé avec un séquenceur ABI3130. Toutes les étapes qui ont 
suivi l’amplification par PCR sont détaillées dans le chapitre I.  
!!" M:B>=3902=:B%76%CA=98C=502=:B%761%J?B61%50B7=7021%%
A. RT-PCR  
La transcription inverse est réalisée comme indiqué dans le chapitre I. Par la 
suite nous avons réalisé une PCR sur l’ADNc. Nous avons utilisé 3 couples d’amorces 
qui amplifient l’ADNc pour le gène DNAH1. En parallèle, nous avons effectué deux 
PCRs avec deux couples d’amorces, qui amplifient deux gènes, qui s’expriment de 
manière ubiquitaire : le gène GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) et 
le gène RPLP0 (Ribosomal Protein Large P0). Toutes les amorces utilisées ainsi que les 
tailles des amplifiats et la température d’hybridation à laquelle fonctionne chaque 
couple d’amorce sont indiquées dans le tableau 13. 
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Tableau 13 : Amorces utilisées pour amplifier les exon 33, 66 et 74 du gène DNAH1 
et les amorces utilisées des gènes de référence GAPDH et RPL0  
Nom d’amorce Séquence d’amorce Taille de l’amplifiat T°hybridation 
Exon 32 Fw ACATCGAGGTGCTGTCTGTG 228 pb 57°C 
Exon 34 Re TGATCATGGCGTAATCTGGA 
Exon 65 Fw TGGAACTCATCAAGGTGCTG 293 pb 57°C 
Exon 67 Re GGTCAGGTAGCGGTTGATGT 
Exon 74 Fw CTCGGGCATCTACCACCAG 241 pb 57°C 
Exon 76 Re AATGTTTTGGGTGACGTCCT 
Gène de référence   
RPL0 Fw GGCGACCTGGAAGTCCAACT 148 pb 60°C 
RPL0 Re CCATCAGCACCACAGCCTTC 
GAPDH 3F GAG TCA ACG GAT TTG GTC GT 238 pb 60°C 
GAPDH 3R TTG ATT TTG GAG GGA TCT CG 
 
B. Marquage des spermatozoïdes humains par un anticorps anti-
DNAH1 (gène candidat) 
1. Lavage du sperme congelé 
Mettre les paillettes de sperme dans l’étuve à 37°C pendant 10 min, puis le 
contenu des paillettes est vidé dans des eppendorfs de 1,5ml. Par la suite deux lavages 
sont nécessaires afin d’éliminer le cryoprotecteur, il faut rajouter au goutte à goute en 
agitant manuellement un volume de 1000µl de DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered 
Saline)  pour chaque tube puis centrifuger le mélange pendant 5 min à 1400 rpm. Il faut 
finir par resuspendre le culot dans 1ml de PBS (Phosphate Buffered Saline). 
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2. La concentration 
La concentration en spermatozoïdes est évaluée en utilisant un hémocytomètre. 
Le sperme est dilué au 1/10ième en ajoutant pour un volume de 10µl de sperme 90 µl 
d’H2O Ultrapure. L’ajout de l’H2O Ultrapure facilite le comptage puisqu’il provoque la 
mort des spermatozoïdes et leur immobilisation. Le mélange est déposé dans la cellule 
de Malassez et recouvert d’une lamelle. Le comptage s’effectue au microscope inversé 
au grossissement x 200 ou x 400.  
 
Nous avons testé deux méthodes de fixation, la méthode au Méthanol et celle au 
Paraformaldéhyde (PFA) et nous avons retenu celle à la PFA. 
3. Préparation des lames 
La préparation des lames se fait en délimitant la zone où sera déposé 
l’échantillon. Cette délimitation se fait par un crayon marqueur Dakopen à dépôt 
hydrophobe insoluble dans l’acétone et dans l’alcool. Ce crayon crée une barrière 
hydrophobe sur les lames. 
 
4. Fixation au Paraformaldéhyde (PFA) 
Préparation des lames en délimitant la zone où sera déposer l’échantillon cette 
délimitation se fait par un crayon marqueur Dakopen a dépôt hydrophobe insoluble dans 
l’acétone et dans l’alcool. Ce crayon crée une barrière hydrophobe sur les lames. 
Faire une centrifugation du tube de sperme à 1400 rpm pendant 5 min, une fois 
le surnageant éliminé, il faut rajouter un volume de 1000µl de PFA dilué à 4% au culot 
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puis vortexer doucement. Après une incubation de 2 minutes à température ambiante, 
effectuer une centrifugation à 1400 rpm pendant 5 min. Enlever le surnageant puis faire 
2 lavages au PBS. Une fois les 2 lavages effectués, re-suspendre le culot final dans 
1000µl de PBS. Déposer 100µl par lame dans la zone délimitée par le Dakopen puis 
laisser sécher à température ambiante (une fois les lames sèches, conserver à -20°C). 
5. Saturation des sites antigéniques  et incubation avec l’anticorps primaire 
Après la fixation au PFA, une réhydratation au PBS des lames pendant 10 min 
est indispensable. L’étape de la saturation des sites aspécifiques par une solution de 
blocage  est nécessaire avant l’incubation de l’anticorps primaire. Pour un volume de 5 
ml de solution de blocage (saturation des sites antigéniques) il faut mettre : 
-100µl NGS (Normal Goat Serum) 
-500µl BSA 10% (réduit les interactions hydrophobes) 
-25µl triton 20% (perfore la membrane lipidique afin de permettre à l’AC de 
pouvoir entrer dans la cellule) 
-4375 µl PBS 1X 
Mettre les lames dans la solution de blocage pendant 1 heure à température 
ambiante  (avant de mettre cette solution il faut enlever l’excès du PBS (avec du papier 
absorbant) qui peut rester sur les lames et ainsi diluer la solution de blocage). 
6. Saturation des sites antigéniques  et incubation avec l’anticorps primaire 
Les sites aspécifiques sont saturés à l’aide de BSA en réduisant au maximum la 
survenue d’intéractions hydrophobes. 
7. Incubation avec l’anticorps primaire 
Dilution des anticorps primaire dans la solution de blocage pour conserver une 
saturation de sites non spécifiques) puis centrifuger le tube qui contient la solution afin 
de faire tomber les complexes immuns au fond du tube. 
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Mettre 100µl de l’anticorps primaire dilué par lame et recouvrir la lame par du 
parafilm pour éviter que la partie qui contient les cellules ne sèche. Laisser les lames 
toute la nuit à +4°C. 
Remarque : Les liaisons non spécifiques peuvent augmenter avec les interactions 
hydrophobes, les interactions ioniques et électrostatiques. 
8. Incubation avec l’anticorps secondaire 
Enlever le parafilm, puis effectuer 3 lavages au PBS 1X pendant 10 min sous 
agitation. Diluer l’anticorps secondaire au 1/1000 (GFP (Green Fluorescente Protein) 
longueur d’onde 488, Rouge : Cyaniene 3 longueur d’onde 546) dans la solution de 
blocage. Mettre 100µl de l’anticorps secondaire dilué par lame puis couvrir la lame par 
du parafilm. Laisser incuber pendant une heure à température ambiante à l’abri de la 
lumière. Après l’incubation, enlever le parafilm puis effectuer 3 lavages au PBS 1X 
pendant 10 min sous agitation. 
9. Marquage du noyau 
Diluer 1µl de Hoecht 1mg/ml dans 1ml de PBS, puis couvrir la lame avec 100µl 
de la solution pendant 2 min à température ambiante. Faire un lavage des lames à l’eau 
de robinet. 
10. Préparation pour l’observation 
Le montage se fait par un milieu Dako (Flurescence Mounting Medium, Agilent 
Technologies) : déposer la lamelle sur une lame sur laquelle aura été déposé une goutte 
du milieu de montage Dako. Enlever l'excès de milieu de montage avec un papier 
absorbant. Sceller les bords avec du vernis à ongles transparent et laisser sécher 3 
minutes. Cette procédure donne une préparation semi-permanente. Les cellules sont 
maintenant prêtes pour l'observation au microscope confocal. 
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11. Préparation des grilles pour une observation en microscopie électronique à 
transmission des spermatozoïdes du patient P2 
Cette étape d’analyse par microscopie électronique a été effectuée sur la plate-
forme de microscopie électronique au sein de l’institut des Neuroscience de Grenoble 
(consulter Annexes II pour les détailles de la technique). 
 
=K$'2+)(%ZZ%_%#(&%$.,*$92(&%>9$-(99$2)(&%
M\XL#I!IX%
 
 132 
 
RESULTATS 
!" )D14C2021%74%JDB:2O80J6%803%8456%$W.%761%802=6B21%D247=D1%
62%365F635F6%76%3DJ=:B1%7AF:9:;OJ:2=6%
La recherche des zones d’homozygotie a été réalisée grâce au logiciel 
HomoSNP développé par le groupe informatique de l’IGBMC de Strasbourg. Les 
régions bleues  correspondent aux régions d’homozygotie chez les patients. Ces régions 
sont susceptibles d’abriter des mutations homozygotes sur un même gène et donc 
donnant le même phénotype. Cela va nous permettre de localiser des gènes 
potentiellement responsables du phénotype étudié.  
Dans un premier temps, notre attention est retenue par une zone d’homozygotie 
de 20,8 MB localisée sur le chromosome 3. Cette région est présente chez 9 des 20 
patients étudiés (Figure 49). 
Par la suite nous avons identifié une 2ème région d’homozygotie localisée au 
niveau du chromosome 20. Cette région est présente chez un total de 13 des 20 patients 
étudiés (Figure 50). 
 
Figure 49 : Région d’homozygotie sur le chromosome 3 commune à 9/20 patients 
indiquée sur le programme HomoSNP. 
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Figure 50 : Région d’homozygotie sur le chromosome 20 commune à 13 /20 
patients indiquée sur le programme HomoSNP. 
Après avoir identifié les régions d’homozygoties grâce au logiciel HomoSNP 
nous avons pu étudier les gènes répertoriés dans ces deux régions grâce au logiciel 
USCS Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/) (figure 51).  
La sélection des gènes candidats a été guidée par une appréciation des 
connaissances biologiques disponibles dans les bases de données publiques et nous 
avons principalement utilisé le NCBI (http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/) et Gene Hubs 
Gepis (http://www.cgl.ucsf.edu/Research/genentech/genehub-gepis/index.html). 
L’analyse bioinformatique et l’étude bibliographique des gènes situés dans la région 
d’homozygotie localisée au niveau du chromosome 3 ont révélé la présence de deux 
gènes présentant des fonctions et un patron d’expression compatibles avec les anomalies 
observées chez nos patients. Le 1er gène code pour une kinésine et le 2ème gène code 
pour une dynéine. Nous avons vu que le transport intraflagellaire repose, entre autre, sur 
la force motrice générée par des protéines de deux types : les kinésines, pour le 
transport dit antérograde, et des dynéines, pour le transport rétrograde.  
Concernant la région d’homozygotie localisée au niveau du chromosome 20, 
nous avons sélectionné le gène SPAG4 comme gène candidat.  
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Figure 51 : Identification des 2 gènes candidats KIF9 et DNAH1 au niveau de la 
région d’homozygotie localisée sur le chromosome 3  avec USCS Genome Browser. 
A. Le 1er gène candidat : KIF9 
A cette étape du travail, nous n’avons pas pu observer les ultrastructures des 
flagelles pour le phénotype étudié et l’aspect observé en microscopie optique ne nous 
indique pas si le flagelle comporte des anomalies au niveau de l’axonème ou des 
structures péri-axonémales. 
La présence d’un pourcentage assez important de spermatozoïdes qui possède 
des flagelles à calibre irrégulier chez la totalité de nos patients nous permet de supposer 
que cet aspect pourrait être dû à une désorganisation au niveau de la structure péri-
axonémale d’où le choix du gène KIF9. 
1. Description du gène KIF9 
Le gène KIF9 est localisé en 3p21.31, il comporte 25 exons codant pour une 
kinésine. Les kinésines ont initialement été définies comme des protéines capables de se 
déplacer vers l’extrémité positive des microtubules en utilisant l’énergie fournie par 
l’hydrolyse de l’ATP. Nous avons pu voir sur plusieurs bases de données telles que 
GeneHub-GEPIS et TIGER (Tissue-specific Gene Expression and Regulation) que 
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l’expression de ce gène est observée essentiellement au niveau des testicules et par la 
suite nous avons effectué une recherche bibliographique sur ce gène. 
Une étude a été effectuée sur la structure extra-axonémale chez T. Brucei dont 
l’objectif était de caractériser des protéines de la famille des Kinésines. L’équipe qui a 
mené cette étude a voulu savoir si la protéine KIF9, qui est localisée dans le flagelle du 
trypanosome, est impliquée dans son fonctionnement et/ou sa formation. A la suite de 
l’annulation de l’expression du gène Kif9, par interférence à ARN inductible, ils ont pu 
observer un défaut de mobilité chez le parasite. Par la suite ils ont cherché à savoir si la 
suppression de cette kinésine altérait la structure flagellaire. Ils ont utilisé un anticorps 
dirigé contre les deux constituants majeurs du flagelle de T. brucei : l’axonème et les 
structures extra-axonémales. Ils ont pu démontrer que des défauts d’expression de la 
kinésine TbKIF9 sont associés à une désorganisation de la fibre paraflagellaire (PFR). 
Ce travail a permis de conclure que cette kinésine est impliquée dans l’assemblage de la 
PFR ou bien qu’elle joue un rôle dans l’entretien de la PFR déjà assemblée. Des 
observations par microscopie électronique à transmission, montrent une absence de la 
PFR dans 1/3 des coupes. D’une manière générale, dans les zones où la PFR ou des 
structures assimilées sont présentes, il est très difficile, voire impossible, d’orienter 
l’axonème par rapport à la PFR, comme cela est possible dans la cellule normale 
(Demonchy et al., 2009) 
2. Résultats du séquençage du gène KIF9 
Le gène KIF9 étant composé de 25 exons, nous avons effectué le séquençage de 
tous ses exons pour tous les patients qui présentent la région d’homozygotie (9 patients) 
qui contient ce gène et nous avons identifié la présence de quelques polymorphismes 
connus, présents à l’état homozygote. Une 2ème analyse détaillée de nos séquences nous 
a mené a identifier chez deux de nos patients la présence d’un variant non décrit 
localisée dans la partie 3’ non codante. Ce variant c. [1050+18InsTACTT] + 
[1050+18InsTACTT] est une insertion de 5 nucléotides localisée dans la région 3’ non-
traduite (3’UTR), 18 nucléotides après la fin de l’exon 13 (Figure 52). 
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Figure 52 : Insertion de 5 nucléotides  le variant c. [1050+18InsTACTT] + 
[1050+18InsTACTT] est une insertion de 5 nucléotides chez deux patients  
3. Recherche du variant trouvé par HRM (High Resolution Melting) 
Nous avons analysé une série de 25 témoins fertiles d’origine nord-africaine afin 
de voir si le variant précédemment décrit, est présent dans la population témoin ou non. 
Les résultats indiquent que l’insertion trouvée est présente à l’état homozygote chez 6 
des 25 témoins analysés, ce qui indique que ce variant est fréquent dans la population 
étudiée. Ceci nous a amenés à écarter l’hypothèse que ce variant puisse être impliqué 
dans le phénotype étudié. 
Conclusion : Au final, nous avons pu séquencer les 25 exons du gène KIF9 
chez les 9 patients sélectionnés qui présentent la région d’homozygotie au niveau 
du chromosome 3. Nous avons pu identifier une insertion intronique de 5 
nucléotides qui s’est avérée être un variant fréquent dans la population 
maghrébine. L’implication définitive d’un gène candidat dans un phénotype donné 
se fait par la mise en évidence de mutations délétères chez les sujets malades. Nous 
n’avons trouvé aucun variant du gène KIF9 qui pourrait être responsable du 
phénotype étudié. Ces résultats ne permettent pas d’exclure formellement 
l’implication de KIF9 dans la pathologie étudiée, mais ils indiquent qu’il est peu 
probable que des mutations de ce gène puissent être responsables du phénotype 
étudié.  
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B. Le 2ème gène candidat : SPAG4 
1. Description du gène SPAG4 
Chez le rat, le gène Spag4 (sperm associated antigen 4) possède une expression 
spécifique au niveau des testicules. D’après la littérature, la protéine SPAG4 se lie à une 
protéine des fibres denses externes (Odf1 pour Outer Dynein Fiber 1) via son motif 
leucine zipper. Au cours du développement du flagelle du spermatozoïde, cette protéine 
se localise sur les microtubules de la manchette. Spag4 participe à la mise en place de la 
structure du flagelle des spermatozoïdes (Shao et al., 1999). Le profil d’expression 
trouvé sur la base de données GeneHubs-GEPIS nous confirme la spécificité de 
l’expression du gène Spag4 au niveau des testicules chez le rat. Chez l’homme, 
l’expression de SPAG4 n’est pas spécifique aux testicules puisqu’il s’exprime aussi 
dans le pancréas (Kennedy et al., 2004). Mais les tissus dans lesquels on observe cette 
expression sont en nombre limité.  
Le gène SPAG4 est localisé au niveau du chromosome 20, il fait 
approximativement 5,2 kb, il contient 12 exons et s’exprime donc dans un nombre 
limité  de tissus notamment au niveau des testicules et pourrait donc jouer un rôle dans 
la fertilité masculine. 
2. Résultats du séquençage du gène SPAG4 
Le séquençage de ce gène chez les 13 patients qui possèdent la région 
d’homozygotie au niveau du chromosome 20 n’a révélé la présence d’aucun variant qui 
pourrait être responsable du phénotype étudié ; ce qui nous mène à dire que le gène 
SPAG4 n’est pas impliqué dans l’infertilité masculine de nos treize patients séquencés. 
C. Le 3ème gène candidat : DNAH1 
La 1ère région d’homozygotie identifiée, localisée au niveau du chromosome 3, 
fait plus de 20 MB. Cette région inclue une zone d’homozygotie qui contient le gène 
DNAH1. Cette zone est présente pour 14 des 20 patients étudiés (figure 53) 
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Figure 53 : Identification de la région d’homozygotie présente sur le chromosome 3 
chez 14 des 20 patients avec le programme HomoSNP 
1. Description du gène DNAH1 
Le gène DNAH1comporte 79 exons et code pour une dynéine à chaine lourde 
(DHC) de 4330 aa. Les DHCs sont responsables de l’activité motrice des dynéines. 
Chaque molécule de DHC dispose d’une partie amino-terminale d’environ 160 kDa qui 
forme la queue de la molécule. Celle-ci est impliquée dans l’homodimérisation de la 
DHC et dans des interactions avec d’autres sous-unités de la dynéine (Habura et al., 
1999 ; Tynan et al., 2000). 
La partie carboxy-terminale forme, quant à elle, la tête globulaire motrice 
d’environ 350 kDa. Elle présente, dans sa région centrale, 4 domaines consensuels AAA 
« ATPases Associated diverse cellular Activities » contenant chacun un motif « P- loop 
» (Figure 13).  
Le premier domaine AAA (P1) est le plus conservé des quatre. Il apparaît 
comme le seul permettant l’hydrolyse de l’ATP et, par conséquent, le mouvement 
(Gibbons and Gibbons, 1987). La relative conservation des 3 autres domaines (P2, P3 et 
P4) suggère qu’ils sont capables de lier l’ATP et qu’ils sont nécessaires au 
fonctionnement de la dynéine, mais leur rôle est encore inconnu (Mocz and Gibbons, 
1996). Il existe au moins deux autres domaines AAA (P5 et P6), dans la région 
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carboxy-terminale, contenant chacun un motif « P-loop », mais dont la capacité de lier 
un nucléotide est incertaine (Figure 13). 
Les domaines AAA sont supposés participer activement à la structure de la tête 
globulaire et un modèle de cette dernière existe. Cette structure prédite apparaît sous 
forme d’une roue divisée en six secteurs et chacun de ces secteurs est constitué d’un 
module AAA.  
La DHC dispose également, dans son domaine carboxy-terminal, d’un site 
d’interaction avec les microtubules situés au milieu de deux domaines en hélice α « 
coiled-coil », entre les 4 premiers modules AAA (P1, P2, P3 et P4) et les 2 derniers (P5 
et P6) (Figure 13). Ces deux domaines « coiled-coil » semblent être responsables de la 
formation de la tige saillante des domaines globulaires. Cette structure est probablement 
impliquée dans la transmission de la force entre la portion globulaire du domaine 
moteur et la surface des MTs (King, 2000). 
'( D/==A-,&42402/19'*+2P<-,&,<9&0-&1?=-&DN!OW&
En 2001, l’équipe de Neesen et coll. a effectué une étude sur le gène MDHC7 
qui est l’orthologue de DNAH1 chez la souris (Neesen et al., 2001). MDHC7 est 
principalement exprimé dans les tissus testiculaires et somatiques contenant 
l’épithélium cilié, ce qui implique un rôle dans la motilité ciliaire et flagellaire. Des 
données d'expression similaires ont été obtenues pour le Dnahc1 l’homologue du 
MDHC7 chez le rat. L’expression de la protéine Dnahc1 a également été signalée dans 
le cœur, la rate, les poumons et les testicules (Vaughan et al., 1996). Les profils 
d'expression des gènes des différentes dynéines à chaîne lourde indiquent que chez les 
mammifères ces gènes sont adaptés à des fonctions spécifiques durant le développement 
embryonnaire ainsi que chez l’adulte. Ces gènes sont responsables du battement ciliaire 
et flagellaire. MDHC7 appartient au groupe des dynéines à chaînes lourdes dont la 
fonction est surtout nécessaire à la motilité ciliaire et flagellaire au cours de la vie 
postnatale, mais il ne semble pas être impliqué dans la latérisation du corps. 
Pour élucider la fonction du gène MDHC7 chez la souris, une mutation ciblée de 
ce gène a été générée et qui vise à supprimer le site ATP-binding (P1-loop) (Neesen et 
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al., 2001). Plusieurs études ont indiqué que le P1-loop est le motif qui est responsable 
de l'hydrolyse d'ATP et que ce domaine est essentiel pour la fonction de la chaîne 
lourde (Supp et al., 1999 ; Gibbons and Gibbons, 1987). L’inactivation de l’homologue 
de DNAH1 chez la souris (MDHC7) a été effectuée dans cette étude par la substitution 
de quatre exons codant pour le site de fixation de l'ATP (P1-loop). Les deux souris 
MDHC7 +/- et MDHC7-/- sont viables et ne présentent aucune malformation, cependant  
les mâles homozygotes (-/-) sont infertiles (Neesen et al., 2001). Une comparaison entre 
les souris MDHC7 -/- et les souris de type sauvage a  révélé une réduction importante de 
la vitesse du mouvement des spermatozoïdes en ligne droite, ce qui entraîne leur 
incapacité de se déplacer de l’utérus vers l'oviducte. Ces données nous ont permis de 
conclure que le gène DNAH1 est un bon gène candidat pour expliquer les anomalies 
flagellaires observées chez nos patients. Nous avons donc décidé d’effectuer le 
séquençage de ce gène chez les 14 patients présentant une région d’homozygotie autour 
de DNAH1. 
2. Résultats du séquençage du gène DNAH1  
Le séquençage du gène DNAH1, nous a permis de retrouver des variations au 
niveau de ce gène :  
- Une mutation faux sens localisée au niveau de l’exon 25 
(p.Asp1293Asn).  
-  Une mutation qui détruit le codon stop et qui entraine la production 
d’une protéine allongée (mutation Run-on).  
-  Deux mutations d’épissage : la 1ère est localisée au niveau  du site 
donneur de l’exon 33 et la 2ème est localisée au niveau du site  accepteur 
de l’exon 75. 
3. La mutation faux sens p. [Asp1293Asn]. 
Le 1er variant identifié au niveau du gène DNAH1 est une mutation faux sens, 
localisée au niveau de l’exon 25 [p.Asp1293Asn]. La mutation a été trouvée à l'état 
homozygote chez un seul patient (figure 54). Cette mutation transforme l’acide 
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aspartique (un acide aminé acide, a groupement R chargé négativement à pH neutre) en 
asparagine (acide aminés a groupement R polaire). 
 
Figure 54 : Electrophorégramme de l’ADN du patient présentant le variant 
[p.Asp1293Asn]. 
Nous avons par la suite confirmé l’absence de ce variant par la technique 
d’HRM pour 100 témoins d’origine nord-africaine. 
Nous avons cherché des preuves de la pertinence pathogénique de cette variation 
par l'analyse de la conservation de la séquence protéique. L'alignement de séquences de 
DNAH1 humaine avec d'autres orthologues, démontre que l’acide aminé concerné par la 
mutation est conservé au cours de l’évolution ; ce qui indique que l’acide aminé muté 
est probablement essentiel pour la fonction de la protéine (figure 55). 
Figure 55 : Alignement des orthologues de DNAH1 chez 8 espèces par le 
programme HomoloGene. L’acide aminé concerné par la mutation faux-sens 
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[p.D1293N] au niveau de l’exon 25 est encadré en rouge et cette figure illustre la 
conservation de cet acide aminé au cours de l’évolution. 
Nous avons consulté certaines bases de données telles que NCBI et ensembl et 
nous nous sommes rendu compte que cette mutation faux sens est décrite comme étant 
un polymorphisme rs140883175.  Par ailleurs dans la base de données dbSNP, ce 
polymorphisme a été recherché dans plusieurs populations y compris la population 
africaine et pour 1000 individus testés, aucun ne porte le variant [p.D1293N] (figure 
56). Il s’agit donc d’un variant extrêmement rare (8 sur 4368 allèles analysés) soit une 
fréquence d’hétérozygotie de 1/545. Cette faible fréquence ne remet donc pas en 
question l’implication potentielle de ce variant dans la pathologie étudiée, d’autant plus 
qu’il s’agit d’une transmission récessive. Nous  avons également consulté le logiciel 
PolyPhen (Polymorphism Phenotyping) afin de prédire l’effet du variant [p.D1293N] 
sur la fonction de la protéine. Ce logiciel indique que le variant peut être pathogène. 
 
Figure 56 : Etude du polymorphisme rs 140883175  chez 5 populations  
Conclusion : Le variant [c.3877G>A] localisé au niveau de l’exon 25 du gène 
DNAH1 a été identifié à l’état homozygote chez un patient. Il s’agit d’un variant 
décrit dans les bases de données SNP. Ce variant est cependant absent chez 1000 
individus d’origine africaine et il est extrêmement rare dans les autres populations 
avec une fréquence d’hétérozygotie de 1/545. Au vu de la conservation inter-espèce 
du variant et de la divergence des deux acides aminés concernés, nous concluons 
que ce variant a très probablement un effet pathogène. 
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4. La mutation run-on c. [12796T>C] 
Nous avons identifié une mutation localisée au niveau du codon stop chez un 
patient d’origine algérienne. Ce patient présente en plus des anomalies flagellaires 
(calibre irrégulier, écourté et absent) observées chez tous les autres patients, une 
concentration diminuée en spermatozoïdes. 
La variation identifiée chez ce patient est une transition de thymine en cytosine 
dans l’exon 79. Cette substitution altère le codon stop et le cadre de lecture est étendu 
de 21 codons (figure 57). Afin de déterminer si ce variant [c.12796T>C] est 
spécifiquement associé à l’anomalie flagellaire et afin de déterminer s'il s'agit d'un 
variant pathogène plutôt que d'un polymorphisme, nous avons effectué le séquençage de 
l’exon 79 pour 100 témoins d’origine nord-africaine et nous avons pu constater 
l’absence de ce variant chez tous les témoins. Ce variant n’a pas non plus été décrit dans 
les bases de données dbSNP et 1000 Genome.  
 
Figure 57 : Effet de la mutation run-on sur la traduction 
Conclusion: Un changement T/C du codon stop du gène DNAH1 est mis en 
évidence à l’état homozygote chez un patient qui présente des anomalies 
flagellaires. Ce variant entraine l’ajout de 21 acides aminés supplémentaires qui 
vont très probablement perturber la fonction protéique. Par ailleurs ce variant n’a 
pas été retrouvé dans les bases dbSNP et 1000Genome ni chez 100 témoins 
d’origine nord-africaine, nous concluons donc que ce variant a très probablement 
un effet pathogène. 
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5. La mutation d’épissage [c.5094+1G>A] 
Le variant [c.5094+1G>A] est une mutation d’épissage localisée au niveau du 
site donneur de l’exon 33. Cette variation transforme un GC en un AC [c.5094+1G>A] 
(figure 58). Nous avons identifié ce variant chez un seul patient d’origine algérienne. 
 
Figure 58 : Electrophorégramme de l’ADN du patient présentant le variant 
[c.5094+1G>A] (jonction exon 33-intron 33 du gène DNAH1). A) Séquence 
normale. B) Mutation présente à l’état homozygote. 
Différents algorithmes, aujourd’hui disponibles sur Internet, ont été créés par 
plusieurs groupes, qui se basent sur des séquences consensus qui sont présentes de part 
et d’autres des sites d’épissage, et permettent d’identifier les potentiels des sites 
d’épissage dans une séquence donnée. Parmi eux, on peut citer « Splice Site Prediction 
», « MaxEntScan », « GeneSplicer » et « Splice Site Finder ». On note que les sites 
donneurs et accepteurs sont dans plus de 99% des cas des : « GT-AG ». Très rarement, 
comme c’est le cas ici pour le site donneur de l’exon 33, on trouve des variants mineurs 
« GC-AG » qui représentent 0,5% des sites donneurs annotés (Burset et al., 2001). 
Ceux-ci sont reconnus par les mêmes facteurs d’épissage que les sites d’épissage 
classiques. 
Pour notre séquence, la plupart des algorithmes testés ne reconnaissent pas le 
variant GC comme étant un site donneur d’épissage. Il n’y a que le site de prédiction 
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Splice Site Finder qui reconnait ce site à 98% comme étant le site donneur de la 
jonction exon-intron (Figure 59). 
 
Figure 59 : Analyse in silico de l’effet du variant [c.5094+1G>A] sur l’épissage 
En présence du variant [c.5094+1G>A], la machinerie d’épissage ne va pas 
reconnaitre le dinucléotide AC comme étant un site d’épissage et le site  accepteur qui 
va être reconnu est le site accepteur suivant qui est localisé au niveau de la jonction 
Exon34-Intron34. Dans ce cas l’ARNm du patient porteur de ce variant contiendra en 
plus de tous les exons du gène DNAH1 l’intron 33 (Figure 60). L’intron 33 sera pris en 
compte dans le cadre de lecture et code pour un codon stop au niveau du 74ème codon 
inséré (Figure 61). L’apparition d’un codon stop prématuré dans la séquence d’ADN 
aura pour conséquence un arrêt de la traduction avec formation d’une protéine tronquée. 
Toutefois, la plupart des ARNm porteurs de codons stops prématurés ne sont pas 
traduits en protéine car ils sont dégradés prématurément par un ensemble de protéines 
constituant le mécanisme du NMD (non sens-mediated mRNA decay) (figure 61). Ce 
processus de contrôle qualité reconnaît les messages imparfaits et accélère leur 
dégradation, afin de protéger les cellules contre d’éventuels effets délétères de protéine 
tronquée via un effet de dominance négative.  
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Figure 60 : Mécanisme d’épissage normal (A) et avec la présence du variant 
[c.5094+1G>A] (B) 
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Figure 61 : La conséquence de la présence du variant [c.5094+1G>A] sur la 
traduction 
 
Conclusion : Un changement G/A du site accepteur situé en amont de l’exon 33 du 
gène DNAH1 [c.5094+1G>A] a été identifié à l’état homozygote chez un patient qui 
présente des anomalies flagellaires. Ce variant n’a pas été retrouvé dans les bases 
dbSNP et 1000Genome ni chez 100 témoins d’origine nord-africaine. Dans la 
mesure où ce variant entraine la production d’une protéine tronquée, ou l’absence 
de protéine nous concluons que ce variant a un effet pathogène.  
6. La mutation d’épissage [c.11788-1G>A] 
Le variant [c.11788-1G>A] est localisé au niveau du site accepteur de l’exon 
75. Cette mutation a été identifiée chez 3 frères d’origine tunisienne (dont 1 qui ne fait 
pas partie de notre cohorte initiale) ainsi que chez un autre patient. Cette mutation 
transforme le site accepteur AG en un AA (figure 62). 
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Figure 62 : Mutation d’épissage [c.11788-1G>A] localisée au niveau du site 
accepteur de l’exon 75 
La mutation affecte le 2ème  nucléotide du site accepteur d’épissage qui précède  
l’exon 75 et cette mutation est susceptible de perturber le site d’épissage 3’ de l’intron 
74. L’interrogation de trois sites différents de prédiction d’atteinte de sites d’épissage 
(SpliceSiteFinder-Like ; NNSPLICE ; Human Splicing Finder) (Tableau 14) indique 
que la machinerie d’épissage reconnaît les sites consensuels qui sont situés de part et 
d’autre du site d’épissage. La séquence mutée crée un nouveau dinucléotide GC décalé 
de un nucléotide qui peut donc aussi être reconnu comme un nouveau site accepteur 
d’épissage (Tableau 14). Ceci provoque un décalage de cadre de lecture et l’apparition 
d’un codon stop prématuré (Figure 63). 
Tableau 14 : Trois sites de prédiction de l’effet de la mutation [c.11788-1G>A] sur 
l’épissage  
Site de prédiction 
 
SpliceSiteFinder                                   
NNSPLICE 
Human Splicing Finder 
Type sauvage Type mutant 
[c.11788-1G>A]  
81,1% 77,8% 
100% 80% 
85,3% 85,8% 
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Figure 63: Mécanisme de l’épissage. En A) mécanisme de l’épissage normal. En B) 
perturbation supposée de l’épissage : la machinerie de l’épissage reconnait le 
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dinucléotide AG comme étant le site accepteur d’épissage (le nucléotide A fait partie du 
site d’épissage et le nucléotide G fait partie de l’exon 75). 
'( Y;<5-&5-&0'&79AP<-=6-&5-&0'&L'92'=;&Z6(WW[\\JW.]!^&
*'9&O#_&
Afin d’étudier la fréquence de cette variations trouvées, nous avons eu recours à la 
technique HRM (Hight Resolution Melting). Le variant [c.11958-1G>A] trouvés chez 
nos patients, est absent chez 100 Témoins de la population maghrébine. 
4( !='0@,-&5<&;9'=,692;&5<&L'92'=;&Z6(WW[\\JW.]!^&&
Afin de vérifier les prédiction des logiciels in silico sur l’effet de la mutation, 
nous avons réalisé une extraction d’ARN sur les leucocytes d’un des frères porteur du 
variant [c.11788-1G>A] à l’état homozygote suivi d’une RT-PCR. Nous avons testé 
trois couples d’amorces qui amplifient l’ADNc. Il s’est avéré que cette mutation 
entraîne un décalage du cadre de lecture et l’apparition d’un codon stop prématurée. Au 
niveau de la figure 59, nous observons l’absence de l’ARNm du gène DNAH1 chez ce 
patient démontrant la dégradation de ce dernier par le mécanisme de NMD (nonsense-
Mediated mRNA decay). 
 
Figure 64 : Electrophorèse sur gel d’agarose de l’amplification du cDNA. A, B, C : 
Les couples d’amorces utilisés amplifient respectivement l’exon 33, 66 et 75. D : Les 
deux couples d’amorces contrôles utilisés amplifient 2 exons de 2 gènes de références 
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(GAPDH et RPL0 : ribosomal protein large P0). P1 : Patient qui présente le variant  
[c.11788-1G>A]. T1, T2, T3 : Témoins fertiles de la population maghrébine.  
Suite à ces résultats nous avons commandé un anti-corps anti-DNAH1 
commercialisé par SIGMA-ALDRICH (Annexe II). Le but de cette analyse est 
d’effectuer un marquage à l’anticorps anti-DNAH1 afin de valider les résultats de la 
RT-PCR. Cette analyse a permis de confirmer que les flagelles des spermatozoïdes d’un 
patient porteur du variant [c.11958-1G>A] n’exprimaient pas la protéine 
DNAH1. Le détail de cette analyse est présenté dans la section suivante. 
 
Conclusion :  
Le variant [c.11788-1G>A] a été identifié chez 3 frères présentant des anomalies 
flagellaires ainsi que chez un autre patient. Ce variant n’a pas été retrouvé dans les 
bases dbSNP et 1000 genome ni chez 100 témoins d’origine nord-africaine. La 
corrélation observée entre le génotype [c.11788-1G>A] et le phénotype étudié ainsi 
que l'absence d’ARN et de protéine observée chez un patient permettent de 
confirmer la pathogénicité de cette mutation. 
 
7. Conclusion générale sur le résultat du séquençage du gène DNAH1 chez 
tous les patients avec des anomalies flagellaires : 
Le séquençage du gène DNAH1, nous a permis de retrouver : 
- Une mutation faux sens [c.3877G>A], localisée au niveau de l’exon 25. Cette 
mutation est retrouvée chez un seul patient et elle touche un acide aminé 
conservé. 
-  Une mutation Run-on [c.12796 T>C] retrouvée chez un patient  
- Deux mutations d’épissage, la 1ère est retrouvée chez un patient celle-ci mutation 
est localisée au niveau du site donneur de l’exon 33 du gène DNAH1 
[c.5094+1G>A] et la 2ème mutation est retrouvée chez 3 frères et un autre 
patient, cette dernière est localisée dans le site accepteur de l’exon 75 [c.11788-
1G>A] du gène DNAH1 (figure 65). 
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Figure 65: Localisation de toutes les mutations identifiées au niveau du gène DNAH1 
chez les patients étudiés. 
Le phénotype observé chez nos patients consiste en une désorganisation de 
l’axonème et de la gaine fibreuse associée à une absence de bras de dynéine. Ce 
phénotype a déjà été décrit auparavant chez des patients ayant une dyskinésie ciliaire 
primitive à laquelle est associée une infertilité. Un questionnaire clinique (Annexe II) a 
été préparé afin de déterminer si ces patients présentent en plus de leur infertilité des 
symptômes retrouvés dans d’autres ciliopathies. Aucun des patients interrogés n’a 
déclaré avoir aucun des symptomes décrits dans le questionnaire. Cependant nous 
n’avons pu récupérer ces informations que pour la moitié des patients analysés. 
!!" )D14C2021%74%903U40J6%761%1863902:;:<761%74%802=6B2%'[%`%
CA0B2=5:381%0B2=ZW.$a/%%
Suite aux résultats précédemment décrits, nous avons commandé un anti-corps 
anti-DNAH1 commercialisé par SIGMA-ALDRICH (Annexe II). Le but de cette 
analyse est d’effectuer un marquage à l’anticorps anti-DNAH1 afin de valider les 
résultats de la RT-PCR, c’est à dire valider l’absence de la protéine DNAH1 chez un des 
patients porteurs de la mutation d’épissage localisée au niveau de l’exon 75. 
Afin de connaitre la distribution de la protéine au niveau du flagelle du 
spermatozoïde nous avons effectué un marquage de la protéine DNAH1 par un anticorps 
spécifique de cette protéine et nous avons observé les spermatozoïdes en microscopie 
confocale. 
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Pour les spermatozoïdes témoins d’un sujet fertile, nous remarquons une 
distribution homogène et continue de la protéine DNAH1 le long du flagelle depuis le 
début de la pièce intermédiaire jusqu’à la pièce terminale du flagelle (Figure 67). 
 
Figure 66 : L’immunomarquage des spermatozoïdes de témoin fertile avec 
l’anticorps anti-DNAH1. Le marquage en vert le long du flagelle indique la présence 
de la protéine DNAH1 le long du flagelle. L'ADN des spermatozoïdes a été marqué à 
l'aide DAPI (bleu). 
Ces résultats de marquage sont parfaitement concordants avec les résultats 
trouvés dans l’étude effectuée par l’équipe de Neesen et coll. (Neesen et al., 2001). 
Nous avons par la suite effectué un marquage avec ce même anticorps sur des 
spermatozoïdes du patient (P2) qui présente le variant [c.11788-1G>A] ainsi que sur 
des spermatozoïdes d’un autre patient (P5) faisant parti de notre cohorte initiale chez 
qui nous n’avions pas trouvé de mutation dans le gène DNAH1. L’absence de marquage 
au niveau des spermatozoïdes de ce patient serait une indication forte d’un échec du 
diagnostic génétique (Figure 67).  
L’absence de marquage au niveau des spermatozoïdes du patient P2 confirme 
les analyses effectuées sur le transcrit porteur du variant [c.11788-1G>A]. Elles 
montraient une absence d’ARNm suite à la dégradation de ce dernier par le mécanisme 
de NMD (Figure 68). On observe un bon marquage sur les flagelles du patient P3 
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confirmant que son atteinte spermatique est probablement causée par l’altération d’un 
gène autre que DNAH1 (figure 69) 
 
Figure 67 : Immunomarquage des spermatozoïdes avec l’anticorps anti-DNAH1. 
(A ; B) Spermatozoïdes de témoin (A) marquage avec anticorps I+II (B) marquage 
seulement avec anticorps II. (C ; D) Spermatozoïdes du patient P1. (C) marquage avec 
anticorps I+II (D) marquage seulement avec anticorps II. 
 
=K$'2+)(%ZZ%_%#(&%$.,*$92(&%>9$-(99$2)(&%
M\XL#I!IX%
 
 155 
Figure 68 : L’immunomarquage des spermatozoïdes avec l’anticorps anti-DNAH1. 
A) Spermatozoïdes du Patient P2 : absence de la protéine DNAH1 au niveau du flagelle 
de ce patient. B) Spermatozoïdes du Patient P5 : présence de la protéine DNAH1 au 
niveau du flagelle de ce patient. 
D’après la littérature, la production de spermatozoïdes n’est pas affectée chez les 
souris invalidées pour l’homologue du gène DNAH1. Une quantité normale de 
spermatozoïdes a été retrouvée, mais les spermatozoïdes étaient ou immobiles ou 
présentaient une mobilité fortement diminuée par rapport aux spermatozoïdes issus de 
souris sauvages ou hétérozygotes (Neesen et al., 2001).  
Dans notre étude, les patients qui présentent une mutation au niveau du gène 
DNAH1 possèdent un volume de sperme ainsi qu’une concentration en spermatozoïdes 
diminuée par rapport aux normes (OMS 99). Ces spermatozoïdes montrent aussi une 
réduction de la mobilité et de la vitalité par rapport à ces mêmes normes (tableau 15). 
Tableau 15 : Caractéristique du spermogramme des patients présentant la mutation 
[c.11788-1G>A] 
 
 
 
 
 
 
Les patient P1-P4 sont les patients porteurs de la mutation [c.11788-1G>A] 
localisée au niveau du site d’épissage de l’exon 75. Les patient P1, P2 et P3 sont 3 
frères dont les parents sont apparentés (1er degré). Ces 3 frères présentent le même 
phénotype, à savoir, une asthénospermie sévère associée à une teratospermie qui touche 
                                             Patients 
 
Caractéristique  
du spermogramme 
P1 P2 P4 Norme  
(OMS 99) 
 
Le volume du sperme (ml) 
 
2 
 
5  
 
2.5 
 
=2 ml 
 
Nb  de spz x 106 per ml 
 
2.8 
 
45 
 
31 
 
=20 000 000/ml 
 
Mobilité A+B, 1 h (%)  
 
2 
 
0 
 
0 
 
=25% 
 
Vitalité (%) 
ND  
22 
ND  
= 50% 
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essentiellement le flagelle. L’exploration par spermogramme pour les 2 frères P1 et P2 
ainsi que pour le patient P4 indique une asthénospermie sévère présente chez ces 3 
patients et est indiquée dans le tableau 11. Pour le patient P3 seulement 8 
spermatozoïdes immobiles dont le flagelle est ou bien absent ou bien écourté ont été 
observés après centrifugation. 
Comme pour les autres patients, des anomalies ultrastructurales des 
spermatozoïdes peuvent être observées en microscopie optique. Certaines anomalies 
ultrastructurales des spermatozoïdes sont constantes, d’autres sont plus variables. 
L’étude ultrastructurale a retrouvé des aspects variables de la tête, de la pièce 
intermédiaire et de la pièce principale des spermatozoïdes. Ces aspects ont été explorés 
grâce à l’analyse préalable par spermocytogramme (Tableau 16). 
Tableau 16 : Caractéristique du spermocytogramme des patients présentant la mutation 
[c.11788-1G>A]. 
                                                              Patients 
 
Les anomalies présentes  
chez 100 spermatozoïdes observés 
 
P1 
 
P2 
 
P4 
Anomalies de la pièce intermédiaire  
Reste cytoplasmique 
Angulation 
 
20 
2 
 
10 
4 
 
20 
4 
Anomalies de la tête  
Allongée  
Amincie  
Acosome absent ou malformé (%) 
 
12 
2 
44 
 
16 
28 
84 
 
20 
2 
78 
Anomalies du flagelle  
Absent 
Écourté  
Calibre irrégulier  
Enroulé  
 
34 
44 
50 
14 
 
34 
38 
48 
14 
 
30 
22 
16 
32 
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Indice d’anomalie Multiple  2.36 3.1 2.46 
 
!!!" )D14C2021%%76%CA:Q163I02=:B%6B%9=53:15:8=6%DC6523:B=U46%761%
1863902:;:<761%74%802=6B2%'/%%
Une analyse en microscopie électronique des spermatozoïdes du patient P1 a 
également été réalisée afin de déterminer si la diminution de la motilité flagellaire chez 
ce patient, qui présente un variant délétère au sein du gène DNAH1, est en corrélation 
avec des défauts structurels de l'axonème. Notre patient étant tunisien nous avons dû 
travailler à partir de sperme congelé. Malgré la présence du cryoprotectant l’ultra 
structure des spermatozoïdes est souvent altérée lors de la décongélation.  
Nous avons pu observer les défauts de l’ultrastructure des spermatozoïdes de notre 
patient grâce à l’étude morphologique en microscopie électronique à transmission. Les 
anomalies ultrastructurales des spermatozoïdes chez le patient P1 consistent souvent en 
une désorganisation au niveau de la pièce intermédiaire qui comporte des amas de 
mitochondrie parfois sans véritable axonème comme le montre les figure 70 A et 72. 
Cette partie  comporte souvent des résidus cytoplasmiques mêlés parfois à des restes 
d’organites cellulaires. Quant à la pièce principale, elle présente des aspects variables. 
En effet, elle est tantôt régulière et de structure normale tantôt fortement altérée avec 
notamment un aspect partiellement ou totalement enroulé tel que observé dans les 
figures 70 B et 71. 
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Figure 69 : A) Coupe transversale au niveau de la pièce intermédiaire, absence de 
mitochondries du coté droit de la coupe en plus de la présence d’une fibre dense 
surnuméraire. B) Coupe transversale au niveau de la pièce principale d’un 
spermatozoïde qui possède un flagelle enroulé. 
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Figure 70 : Les  spermatozoïdes du patient P1 déficients en DNAH1 montrant des 
défauts multiples dans la structure du flagelle. A) On observe une désorganisation au 
niveau des fibres denses lièe à l’absence de 2 fibres denses au niveau de la pièce 
principale du flagelle B) Une coupe longitudinale de la pièce principale du flagelle 
montrant une désorganisation totale de la structure axonémale et de la structure péri-
axonémale. C) une coupe transversale de la pièce principale du flagelle montre une 
désorganisation  au niveau de la gaine fibreuse ainsi que l’absence du doublet central de 
microtubules. D) Coupe transversale de 3 spermatozoïdes au niveau de la pièce 
principale. Les trois spermatozoïdes  montrent une absence du doublet de microtubules 
centraux ainsi qu’une désorganisation complète de la gaine fibreuse (un des 
spermatozoïdes présente un flagelle enroulé). 
 
Figure 71 : Coupe d’un spermatozoïde à flagelle écourté et de calibre irrégulier 
(A ; B) La même coupe à un fort grossissement montre une désorganisation de la gaine 
fibreuse qui est la cause du calibre irrégulier du flagelle. 
Nous avons pu effectuer une estimation très approximative des défauts qui sont 
présents au niveau de l’ultrastructure axonémale des flagelles de 40 spermatozoïdes de 
notre patient P1 
Nous avons constaté l’absence de bras de dynéine internes dans la plupart des 
coupes observées (4-5/40 doublets ; figure 73 C), nous avons aussi observé une absence 
de certains bras de dynéine externes (15/40). Nous avons également observé la présence 
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de doublets malformés (microtubules mal définis ou absence d’un microtubule) : 3/9 
doublets par axonème (figure 73 B). 
 
Figure 72 : Défauts ultrastructuraux observés sur des coupes  d’axonèmes du 
patient  P1 A) Coupe au niveau d’un axonème normale. B) Flèche indiquant une 
transposition de deux doublets périphériques. C) Coupe au niveau de la pièce terminale 
d’un flagelle enroulé qui présente une absence de la paire centrale de microtubules ainsi 
que l’absence  de bras de dynéine interne (indiqué par une flèche). 
Les résultats de l’étude ultrastructurale des spermatozoïdes de notre patient 
s’accordent avec ceux rapportés dans la littérature pour les souris KO ou plusieurs 
anomalies touchant les différentes parties des spermatozoïdes ont été rapportées 
(Vernon et al., 2005). 
L’examen en microscopie électronique montre que l’aspect des flagelles des 
spermatozoïdes du patient P1 est en rapport avec une désorganisation au niveau de la 
gaine fibreuse.  Nous avons observé à plusieurs reprises aux niveaux des coupes 
analysées par MET (Microscopie Électronique à Transmission) une désorganisation de 
la gaine fibreuse accompagnée de l’absence du doublet des microtubules centrales. Ces 
anomalies structurales sont probablement à l’origine du calibre irrégulier observé sur 
une majorité des flagelles des spermatozoïdes de ce patient (Figures 71, 72 et 73). 
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DISCUSSION 
Nous avons mené notre étude sur une cohorte de patients qui présentent des 
altérations du flagelle qui touchent la totalité ou presque des spermatozoïdes. Ainsi on 
peut parler de phénotype homogène ou monomorphe. Les éléments structuraux 
responsables du mouvement du spermatozoïde résident dans le flagelle. Une 
morphologie flagellaire anormale des spermatozoïdes au spermocytogramme, comme 
un flagelle de calibre irrégulier ou écourté ne nous indique pas quelle structure 
axonémale ou péri-axonémale est responsable de cette pathologie. La découverte 
d’anomalies flagellaires familiales a permis de suspecter une origine génétique à cette 
infertilité et la consanguinité dans beaucoup de nos familles suggère une transmission 
autosomique récessive. 
L’asthénospermie est une cause fréquente d’infertilité masculine, caractérisée 
par une mobilité réduite ou par une absence complète de mobilité. Elle peut exister en 
tant que trouble isolé ou en combinaison avec d’autres anomalies. Nous avons effectué 
notre étude sur une cohorte de patients qui présentent une asthénospermie associée à des 
anomalies morphologiques des flagelles. 
Les mutations du gène DNAH1 
Nous avons identifié grâce au séquençage direct du gène DNAH1 quatre 
mutations homozygotes chez  5 cas index (7 patients). Ces mutations sont 
vraisemblablement la cause de l’infertilité chez ces patients. 
Nous n’avons pu effectuer des analyses supplémentaires que pour la mutation 
[c.11788-1G>A] qui a été retrouvée chez trois frères et chez un autre patient non-
apparenté à ces trois frères. Les analyses réalisées ont démontré que la mutation est 
située au niveau du site accepteur de l’exon 75 et qu’elle perturbe l’épissage et 
provoque un décalage de cadre de lecture. Ceci aboutit à la synthèse d’un ARNm qui 
présente un codon stop prématuré. Cet ARNm est dégradé par le mécanisme NMD. 
Nous avons pu effectuer cette conclusion suite à l’analyse de l’ARNm du gène DNAH1 
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extrait à partir des leucocytes du patient P1 porteur de ce variant à l’état homozygote. 
En outre nous avons effectué un immunomarquage des spermatozoïdes de ce même 
patient avec un anticorps dirigé contre DNAH1. Cette expérience a permis de confirmer 
l’absence de la protéine DNAH1 sur les flagelles de ce patient alors qu’elle est présente 
sur toute la longueur du flagelle des spermatozoïdes témoins. 
Les mutations identifiées dans le gène DNAH1 sont les premières mutations 
décrites au niveau d’une dynéine à chaîne lourde qui fait partie du complexe de dynéine 
des bras internes.  Nous avons identifié 6 patients porteurs d’un variant homozygote du 
gène DNAH1 jugé comme délétère, ce qui représente plus du quart de la cohorte étudiée 
au départ (30%). 
Le phénotype chez nos patients et le gène DNAH1 
Jusqu'à ce jour, seuls quelques gènes, intervenant au niveau de la structure des 
cils / flagelles tels que le gène TAT1 (Touré et al., 2007 ont été associés à 
l’asthénospermie isolée chez l'homme. Toutes les dynéines qui ont été identifiées 
comme étant impliquées dans un défaut ciliaire se sont avérées être impliquées dans un 
phénotype de DCP chez l’homme (Olbrich et al., 2002 ; Bartoloni et al., 2002 ; 
Pennarun et al., 1999 ; Loges et al., 2008 ; Mazor et al., 2011). Dans l’espèce humaine, 
DNAH1 est exprimé au niveau de plusieurs tissus notamment au niveau des tissus qui 
contiennent des cils mais plus particulièrement au niveau des testicules. Cette étude 
confirme que DNAH1 joue un rôle crucial dans la structure du flagelle. 
DNAH1 et interaction avec d’autres protéines 
A l’aide du logiciel Ingenuity Pathway Analysis 
(http://www.ingenuity.com/index.html), nous avons pu identifier toutes les protéines qui 
interagissent avec DNAH1. Nous avons identifié au total 31 protéines dont 17 dynéines 
(figure 74). Certaines de ces protéines peuvent également être de bons gènes candidats 
pour expliquer les anomalies flagellaires observées chez les patients pour lesquels nous 
n’avons pas identifié de mutations DNAH1. C’est le cas de DNALI1 qui a été décrit 
comme étant impliqué dans des défauts de l’ultrastructure des bras de dyneine interne 
au niveau du gène P28, l’orthologue de DNALI1 chez Chlamydomonas reinhardtii. Les 
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gènes DNAI1 et DNAI2 codent pour deux dynéines à chaîne intermédiaire, alors que 
DNAL1 code pour une dynéine à chaîne légère. Dans la littérature, des défauts au niveau 
de ces gènes sont la cause de dyskinésie ciliare primitive (Guichard et al., 2001 ; Loges 
et al., 2008 ; Mazor et al., 2011). Les régions d’homozygoties communes à plusieurs 
patients identifiées grâce au logiciel HomoSNP ne contiennent aucun des gènes 
précédemment cités. 
 
 Figure 73: Les protéines qui interagissent avec DNAH1 selon le logiciel Ingenuity 
pathway analysis.  
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Microscopie électronique  
L'analyse conventionnelle du sperme (spermogramme) est l'examen de base qui 
permet d’évaluer la qualité du sperme et le potentiel de fertilité de l’homme. Cette étude 
est limitée à l’analyse de la taille et de la forme des spermatozoïdes au grossissement x 
500 au maximum, et il y a des situations rares ou ce grossissement est insuffisant. La 
plupart des structures du spermatozoïde ne peuvent être observées à cette échelle. La 
microscopie électronique permet d'étudier des coupes de spermatozoïde à un 
grossissement important (xl00 000), et cette analyse est facilitée par le fait que les 
différentes structures spermatiques ont une forme et un emplacement défini. 
 Mais cet avantage est contrebalancé par le fait que les structures sont solidaires 
les unes des autres. En conséquence, une anomalie de constitution d'une structure, 
entraine, le plus souvent, des anomalies de forme ou de maintien des constituants qui lui 
sont associés. Cette caractéristique rend difficile, et même parfois impossible, de 
déterminer quel constituant était primairement affecté au cours de la spermatogenèse. 
Les éléments structuraux responsables du mouvement du spermatozoïde résident 
dans le flagelle. Une morphologie flagellaire anormale des spermatozoïdes au 
spermocytogramme comme un flagelle de calibre irrégulier ou écourté ne nous indique 
pas quelle structure axonémale ou péri-axonémale est responsable de cette morphologie. 
C’est pourquoi  une étude en microscopie électronique est nécessaire.  
Les analyses en microscopie électronique chez le patient porteur de la mutation 
d’épissage au niveau de l’exon 75 ainsi que les autres patients qui présentent les mêmes 
défauts au niveau du flagelle (calibre irrégulier, enroulé et écourté) montrent que les 
défauts présents chez ces derniers sont des défauts déjà décrits dans la littérature chez 
des patients qui présentent des ciliopathies ou chez des souris KO invalidées pour des 
composantes axonèmale ou périaxonemal, y compris Dnahc7 (Neesen et al., 2001), 
Tcte3 (LC Tctex2 du bras externe de dynéine) (Rashid et al., 2010), Spag6 (Sapiro et 
al., 2002), Spag16L (Zhang et al., 2006), Odf2 (Tarnasky et al., 2010) et Tektin 2 
(Tanaka et al., 2004). 
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Bien que le mécanisme de formation de l’axonème ne soit pas encore compris en 
détail, l’accumulation de plusieurs données clés montre que de nombreux éléments sont  
nécessaires au processus de la formation ciliaire et flagellaire. 
Pour les patients chez lesquels aucune mutation au niveau du gène DNAH1 n’a 
été trouvée, plusieurs autres gènes peuvent être la cause des défauts flagellaires présents 
dans les spermatozoïdes de ces patients. Ces gènes peuvent faire partie de la structure 
axonémale telle que les dynéines, ou des gènes qui font partie du complexe de 
régulation. Il y a aussi les gènes qui sont impliqués dans l’assemblage de la structure 
flagellaire ou encore les gènes impliqués dans le transport intraflagellaire. 
On peut également retrouver les gènes de facteur de transcription (tels que Jun-
D) (Thepot et al., 2000) ou encore des gènes impliqués dans l'organisation fonctionnelle 
de la structure des doublets périphérique de l’axonème tels que Neur1, VDAC3 et Sepp1 
(Sampson et al., 2001;. Vollrath et al., 2001; Olson et al., 2005). 
La comparaison du phénotype de nos patients avec un modèle murin invalidé pour 
ce gène 
La comparaison du phénotype de nos patients qui présentent des mutations au 
niveau du gène DNAH1 avec un modèle murin invalidé pour ce gène peut apporter des 
conclusions précieuses. La souris invalidée pour l’orthologue de DNAH1 présente une 
quantité normale de spermatozoïdes mais une grande majorité de ces spermatozoïdes est 
immobile, les autres montrant une motilité fortement diminuée par rapport aux 
spermatozoïdes sauvages (Neesen et al., 2001). Contrairement à ce qui est observé chez 
nos patients les spermatozoïdes des souris KO ne présentent pas d’anomalies 
morphologiques des flagelles visibles en microscopie optique. 
Dans notre étude, les patients présentant une mutation au niveau du gène 
DNAH1 possèdent un volume du sperme ainsi qu’une concentration  en spermatozoïdes 
normale  sauf un patient pour qui ces paramètres étaient diminués par rapport aux 
normes (OMS 99). Ces spermatozoïdes montrent aussi une réduction de la mobilité et 
de la vitalité par rapport à ces mêmes normes. L’inactivation de l’homologue de 
DNAH1 (MDHC7) a été effectuée par la substitution de 4 exons codant pour le site de 
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fixation de l’ATP (P1-loop). Un défaut au niveau de la mobilité des spermatozoïdes a 
été observé. Le but des analyses effectuées par MET, était de confirmer l’implication de 
cette protéine au niveau de la structure des bras de dynéine internes (puisque DNAH1 
code pour une dynéine qui fait partie du IDA). Les observations effectuées par MET 
montrent cependant que les bras de dynéine internes et externes sont présents chez la 
souris KO (figure 75). Ces résultats suggèrent fortement que la suppression de la partie 
centrale et C-terminale de la chaîne lourde MDHC7 n'a pas d'incidence sur l'ensemble 
des autres composants du bras de dynéine interne.  
 
Figure 74 : Observation en MET des cils et flagelles de spermatozoïdes de souris 
invalidées pour le gène MDHC7. Les flèches indiquent la présence du bras de dynéine 
externes A ou internes B. Les spermatozoïdes des souris déficientes en MDHC7 ne 
présentent pas de défauts structuraux au niveau de l'axonème. Aucune différence n'a été 
trouvée dans le nombre ou la structure des bras de dynéine dans les cils des souris 
MDHC7-/ -. (Neesen et al., 2001) 
L’équipe de Neesen a également effectué d’autres analyses par ME sur  ces 
mêmes  souris  afin de déterminer la cause exacte de l’asthénospermie chez les 
spermatozoïdes de ces souris (Vernon et al., 2005) afin de comprendre l’organisation 
des IDA retrouvée chez ces derniers. On rappelle que chez l’algue chlamydomonas, huit 
chaînes lourdes faisant partie du IDA ont été identifiées, ces chaînes lourdes sont 
organisées à l’aide de polypeptides en 7 complexes, six avec une seule chaîne lourde et 
une seule avec deux chaîne lourdes. Les bras de dynéine interne possèdent une 
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morphologie complexe (Kagami et al., 1992). Une méthode de microscopie 
électronique, appelée deep-etching replica method, a montré 3 types d’IDA (IDAs 1-3) 
dans une séquence proximo-distale, ceux-ci se repètent toutes les 96nm. Ils ont pu 
observer  que chez les souris KO les têtes globulaires de la chaîne lourde sont disposées 
sous la forme 3-2-1 au lieu de la forme 3-2-2 (Vernon et al., 2005).  
Anomalies flagellaires et ICSI 
De grands progrès ont été accomplis dans le traitement de l'infertilité masculine 
et l’injection intracytoplasmique de spermatozoïdes (l’ICSI) a été présentée aux patients 
comme pouvant apporter une solution thérapeutique à l’infertilité. Avant l’introduction 
de l’ICSI, les hommes souffrant d’asthénozoospermie avec ou sans anomalies du 
flagelle était considérés comme stériles. L’avènement de cette technique a permis à un 
certain nombre de couples concernés par ces pathologies d’espérer pouvoir initier une 
grossesse avec les gamètes paternels. Un risque est à considérer lorsque ces spermes 
sont utilisés en ICSI, celui de la transmission de la mutation.  
Ces patients sont souvent prêts à prendre toute responsabilité quant au résultat de 
l’aide médicale à la procréation, d’où l’importance de pouvoir leur délivrer une 
information la plus complète possible. Il est particulièrement important de déterminer si 
les patients porteurs d’anomalies flagellaires présentent également un risque accru de 
ciliopathies. La prise en charge de ces patients peut également nous  permettre 
d’enrichir nos connaissances sur la physiopathologie des anomalies flagellaires. 
Des analyses des résultats de l’ICSI ont été effectuées pour une série de patients 
infertiles qui présentent une asthénospermie associée à des anomalies au niveau du 
flagelle du spermatozoïde. D'après la littérature, le taux de réussite des ICSIs réalisées 
avec des spermatozoïdes appartenant à ces phénotypes sont inférieurs aux taux moyens. 
Ces études sont cependant d’accord pour dire que les résultats diffèrent selon le défaut 
ultrastructural qui est présent au niveau flagellaire et qu'une forte proportion de patients 
peut néanmoins avoir des enfants (Mitchell et al., 2006 ; Fauque et al., 2009). II semble 
donc que le succès de I'ICSI soit influencé par le phénotype ; une identification précise 
des anomalies flagellaires en microscopie électronique constituerait un facteur prédictif 
du succès de la micromanipulation. La microscopie électronique est non seulement un 
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outil diagnostique dans l'infertilité masculine sévère, mais pourrait également être un 
outil pronostique du succès de la prise en charge en ICSI. 
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CONCLUSION 
Nous avons utilisé la stratégie de cartographie par homozygotie sur une cohorte 
de 20 patients présentant un tableau clinique d’asthénoteratozospermie avec 100% des 
spermatozoïdes présentant une anomalie structurale du flagelle. Une majorité de ces 
patients étaient issue de la même région (région de Tunis) laissant penser que certains 
pouvaient être porteurs d’une même mutation homozygote héritée d’un ancêtre 
commun. Ce travail nous a permis d’identifier une région d’homozygotie commune à 14 
patients sur les 20 étudiés. Cette région contenait le gène DNAH1 qui est apparu comme 
un bon gène candidat. Nous avons pu identifier des mutations homozygotes chez 6 des 
20 patients analysés.  
L’identification de l’étiologie de l’infertilité est une étape fondamentale dans la 
prise en charge des couples car le pronostic et les options thérapeutiques en dépendent. 
L’abondance des gènes potentiellement candidats rend cependant l’identification des 
mutations responsables difficile et complexe. La connaissance des causes génétiques et 
la découverte de nouveaux gènes impliqués dans l’infertilité masculine sont 
primordiales pour une meilleure compréhension de la physiopathologie complexe de 
l’infertilité. De ces données naissent des possibilités d’amélioration de la prise en 
charge thérapeutique des patients infertiles. Actuellement, les progrès constants des 
techniques d’AMP permettent déjà d’outrepasser les barrières naturelles d’une 
fécondation par un sperme déficient mais soulèvent le problème de la transmission du 
facteur génétique causal à la descendance.  
L’utilisation des nouvelles techniques de génotypage de l’ensemble du génome 
(puces à ADN) a permis d’identifier de nouveaux gènes responsables de phénotypes 
rares d’infertilité masculine. Ces puces à ADN qui ont permis des avancées 
considérables au cours des dix dernières années, sont maintenant supplantées par les 
nouvelles technologies de séquençage haut débit qui permettent désormais de séquencer 
la totalité des parties codantes d’un individu, en quelques jours, pour un coût 
raisonnable. Ces avancées technologiques vont permettre dans les années à venir 
d’identifier de nombreux nouveaux gènes pathologiques. L’identification de nouveaux 
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gènes nécessaires à la fertilité permet de réaliser un diagnostic, d’affiner le pronostic et 
donc de mieux orienter la prise en charge du patient. Elle permettra surtout de mieux 
comprendre les mécanismes fondamentaux de la spermatogénèse et pourrait à terme 
donner lieu à des avancées au niveau de la prise en charge thérapeutique des patients. 
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